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7-Substituirani derivati nitroksolina kot potencialni inhibitorji katepsina B  
Povzetek:  
V magistrskem delu smo proučevali nove inhibitorje katepsina B. Delo je sestavljeno 
iz načrtovanja, sinteze in testiranja prej omenjenih inhibitorjev. Encim katepsin B ima 
eksopeptidazno in endopeptidazno aktivnost. Prva opravlja pomembne fiziološke 
funkcije, z drugo pa povezujejo patološka stanja. V zadnjih študijah se je kot inhibitor 
endopeptidazne aktivnosti katepsina B izkazala uveljavljena zdravilna učinkovina 
nitroksolin. V povezavi z novejšimi raziskavami so odkrili izboljšan nitroksolinski 
inhibitor katepsina B. Izboljšan inhibitor ima elektrofilno stransko verigo na mestu 7 
nitroksolina. V magistrskem delu smo z molekulskim sidranjem s programskim 
paketom Schrödinger poiskali nove 7- in/ali 8-substituirane derivate nitroksolina, ki 
bi lahko inhibitorno delovali na endopeptidazno aktivnost katepsina B. Načrtovani 
inhibitorji so imeli večinoma v strukturi molekule vključeno rahlo elektrofilno mesto, s 
katerim bi se v aktivnem mestu encima lahko kovalentno povezali z aminokislinskim 
ostankom Cys29. Rezultate molekulskega sidranja smo razvrščali na podlagi 
vrednosti Glide Score in MM-GBSA dG Bind. Rezultate smo primerjali z rezultati 
referenčnih spojin, torej nitroksolina in izboljšanega 7-substituiranega 
nitroksolinskega inhibitorja. V nadaljevanju smo sintetizirali in okarakterizirali 13 
spojin, ki so v okviru molekulskega sidranja pokazale najobetavnejše rezultate. 
Večino spojin smo sintetizirali s Suzuki-Miyaura reakcijo pripajanja, pri kateri smo kot 
reagente uporabili trifluoroborate ali estre borovih kislin. Na koncu smo načrtovane 
inhibitorne lastnosti sintetiziranih spojin preverili z encimskimi testi. Z merjenjem 
fluorescence smo opazovali kinetiko encimske pretvorbe ustreznega substrata. 
Potencialne inhibitorne lastnosti spojin v povezavi z endopeptidazno aktivnostjo 
človeškega katepsina B smo najprej opazovali s preliminarnimi testi. Zatem smo s 
titracijskimi krivuljami s programom GraphPad Prism spojinam določili normalizirane 
IC50 vrednosti. IC50 Vrednost smo določili tudi referenčni spojini nitroksolin. Sedem 
spojin je imelo bistveno nižje IC50 vrednosti od IC50 vrednosti referenčnega 
nitroksolina. V magistrskem delu smo izvedli tudi preliminarne teste inhibicije 
endopeptidazne aktivnosti človeškega katepsina L, da smo preverili selektivnost 
sintetiziranih potencialnih inhibitorjev. 
Ključne besede: katepsin B, nitroksolin, molekulsko sidranje, Suzuki-Miyaura 







7-Substituted nitroxoline derivatives as potential inhibitors of cathepsin B  
Abstract:  
In the master’s thesis, we have been developing new cathepsin B inhibitors. The 
work consisted of design, synthesis and testing of beforementioned inhibitors. 
Enzyme cathepsin B has exopeptidase and endopeptidase activity. The first one is 
involved in important physiological functions, whereas the second is connected to 
the pathological conditions. In recent studies, an established active pharmaceutical 
ingredient nitroxoline has been shown as the inhibitor of cathepsin’s B 
endopeptidase activity. An overview of recent research shows on discovery of 
improved nitroxoline inhibitor of cathepsin B. This inhibitor has an electrophilic side 
chain in the position 7 of nitroxoline. In the master’s thesis, we have been searching 
for new 7- and/or 8-substituted nitroxoline’s derivatives, which could inhibit 
cathepsin’s B endopeptidase activity. The new compounds were designed, using 
molecular docking Schrödinger program package in the initial phase of development. 
Designed inhibitors mostly included in the structure of the molecule mildly 
electrophilic part, which could covalently bind to the amino acid residue Cys29 in the 
active site of the enzyme. The results of molecular docking were ranked by the values 
of Glide Score and MM-GBSA dG Bind. The results have been compared to the 
results of reference compounds, i.e. nitroxoline and improved nitroxoline’s inhibitor. 
In the second phase of the development, 13 compounds with most promised results 
were synthesised and characterised. Most of the compounds have been synthesised 
through the Suzuki-Miyaura coupling reaction, where trifluoroborates and boronate 
esters have been used as reagents. In the end, the designed inhibitory properties of 
synthesised compounds have been tested with the enzyme tests. We have been 
observing the kinetics of the enzyme conversion of an appropriate substrate by 
measuring fluorecence. Firstly, the potent inhibitory properties in terms of human 
cathepsin’s B endopeptidase activity have been observed through preliminary tests. 
Afterwards, the normalised IC50 values of compounds have been determined with 
titration curves using the GraphPad Prism program. The IC50 value of the reference 
compound nitroxoline has also been determined. The IC50 values of seven 
compounds were much lower than the IC50 value of the reference nitroxoline. In the 
master’s thesis also preliminary tests of human cathepsin’s L endopeptidase activity 
inhibition have been performed to check the selectivity of synthesised potent 
inhibitors. 
Keywords: cathepsin B, nitroxoline, molecular docking, Suzuki-Miyaura cross-
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A absorbanca 
d dublet 
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LC-MS tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
(Mass Spectrometry Liquid Chromatography) 
m multiplet 
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MM-GBSA Molecular Mechanics - Generalised Born Surface Area 
NBS N-bromosukcinimid 
NMR jedrska magnetna resonanca (Nuclear Magnetic Resonance) 
PDB Protein Data Bank 
pRb retinoblastoma protein 







td triplet dubleta 
TLC tankoplastna kromatografija (Thin Layer Chromatography) 
TP53 tumorski protein 53 
Ttal temperatura tališča 
UPLC tekočinska kromatografija ultra-visoke ločljivosti (Ultra-High 
Performance Liquid Chromatography) 
UV ultravijolično 
UV-Vis ultravijolično-vidno 
XRD rentgenska praškovna difrakcija (X-ray Powder Diffraction) 
Z-FR-AMC N-karbobenziloksi-Phe-Arg-7-amino-4-metilkumarin 
Z-LR-AMC N-karbobenziloksi-Leu-Arg-7-amino-4-metilkumarin 
δ kemijski premik 
ε ekstinkcijski koeficient 









1.1 Zdravilna učinkovina nitroksolin 
 
Nitroksolin (8-hidroksi-5-nitrokinolin) je uveljavljana zdravilna učinkovina, ki se 
uporablja kot protimikrobno sredstvo pri zdravljenju okužb sečil (Slika 1). [1, 2] 
Po zaužitju se nitroksolin hitro absorbira v kri, kjer se nato preko ledvičnega 
očistka izloči v urinarni trakt. V urinu se zadržuje dovolj dolgo, da lahko učinkovito 
deluje pri zdravljenju urinarnih infekcij z bakteriostatičnim delovanjem. V 
evropskih, afriških ter azijskih državah je prisoten že od 60-ih let 20. stoletja in v 
vseh teh letih uporabe niso ugotovili kakšnih resnejših toksičnih učinkov na 




Slika 1: Nitroksolin 
1.2 Nitroksolinovo protirakavo delovanje 
1.2.1 Metionin aminopeptidaza-2 ter sirtuina 1 in 2 
Nitroksolin v človeških endotelijskih celicah inhibira metionin aminopeptidazo-2 
(MetAP2) ter sirtuina 1 in 2 (SIRT1/2). Posledica inhibicije encima MetAP2 je 
zmanjšana fosforilacija in s tem aktivnost retinoblastoma proteina (pRb) ter 
zvišanje nivoja tumorskega proteina p53 (TP53), ki zavira nastanek tumorjev. To 
vodi do zavrtja angiogeneze oz. širjenja endotelijskih celic, ki tvorijo kapilare in 
imajo pomembno vlogo pri rasti tumorjev in metastazah. Inhibicija SIRT1/2 
povzroči povišano acetiliranje TP53 in α-tubulinov, kar inducira prezgodnje 
staranje endotelijskih celic. Sinergijo zvišanega nivoja acetiliranega TP53 in 
povzročenega staranja so opazovali s simultano inhibicijo MetAP2 in SIRT1. 
Ugotovili so, da s simultano inhibicijo MetAP2 in SIRT1 lahko zavrejo 
angiogenezo (Slika 2). [3, 4] 




1.2.2 Katepsin B 
Nitroksolin inhibira tudi delovanje encima katepsin B, ki sodeluje pri razgradnji 
proteinov zunajceličnega matriksa v rakavih celicah. Na ta način nitroksolin 
onemogoči razpršitev in migracijo tumorskih celic (Slika 2). [3] 
 
 
Slika 2: Nitroksolin inhibira MetAP2, SIRT1/2 ter katepsin B [3] 
Encim katepsin B je lizosomalna cisteinska proteaza. Zanj sta značilni dve 
aktivnosti delovanja, endopeptidazna ter peptidil dipeptidazna oz. 
eksopeptidazna. Endopeptidazna aktivnost katalizira hidrolizo peptidne vezi med 
dvema aminokislinskima ostankoma znotraj polipeptidne verige, eksopeptidazna 
pa odcep dveh ostankov na C- terminalnem koncu. Katepsin B ima dve aktivnosti 
zaradi prisotnosti strukturnega elementa, ki se imenuje zaporna zanka in obsega 
20 aminokislin (Ile105-Thr125). V zaprti konformaciji eksopeptidazne aktivnosti 
sta dva solna mostička nekovalentno povezana z aktivnim mestom encima 
(Asp22-His110 in Asp224-Arg116) (Slika 3). Na ta način omejujeta dostop večjim 
substratom do aktivnega mesta. Eksopeptidazna aktivnost je povezana z 
optimalno vrednostjo pH okoli 5 v lizosomih, v katerih potekajo fiziološki procesi 
encima v povezavi z znotrajceličnim katabolizmom. Zaporna zanka je fleksibilna 

















aktivnost, ki omogoči dostop večjim substratom (Slika 4). Endopeptidazna 
konformacija zaporne zanke je stabilna v nevtralnem pH, kar omogoča delovanje 
endopetidazne aktivnosti izven lizosoma oz. v zunajceličnem okolju. 
Endopeptidazna aktivnost je povezana s patološkimi procesi, npr. z razgradnjo 
proteinov zunajceličnega matriksa, kar omogoča razpršitev rakastih celic in 
nastanek metastaz. Pri raziskovanju novih potencialnih proti-tumorskih 
inhibitorjev katepsina B se je treba osredotočiti na spojine, ki bi specifično 
inhibirale endopeptidazno aktivnost in ohranjale »fiziološko« eksopeptidazno 
aktivnost. [1, 5, 6] 
 
 
Slika 3: Na sliki je zaprta konformacija katepsina B, kjer je zaporna zanka vezana v aktivno mesto in 
ima posledično eksopeptidazno aktivnost. [6] 
 
Slika 4: Na sliki je odprta konformacija katepsina B, kjer je zaporna zanka prosta oz. ni vezana v 
aktivno mesto in ima posledično endopeptidazno aktivnost. [6] 
Nitroksolin reverzibilno in selektivno inhibira endopeptidazno aktivnost katepsina 
B. Kokristalna struktura nitroksolina v aktivnem mestu katepsina B (PDB koda 
3AI8) na Sliki 5 prikazuje, da je pri inhibiciji pomembna negativno nabita nitro 
skupina. Nitro skupina leži simetrično med histidinoma His110 in His111 v zaporni 
zanki (S2' žep). Pri tem je posamezen kisik nekovalentno povezan z enim 
histidinom. Kokristalna struktura nam tudi pokaže, da je inhibicijo možno izboljšati 
s spreminjanjem strukture nitroksolina. Strukturo nitroksolina bi lahko oblikovali, 




tako da bi zapolnili prazen S1 žep. V S1 žepu se nahaja Cys29 oz. aktivna tiolna 
skupina, ki bi se lahko reverzibilno kovalentno povezala z različnimi elektrofilnimi 
skupinami. Glede na Sliko 5 sta v bližini Cys29 mesti 7 in 8 na kinolinskem obroču 
nitroksolina, ki bi ju lahko spreminjali. Slika 6 prikazuje izboljšan inhibitor 
nitroksolina, ki je derivatiziran na mestu 7. Izboljšan inhibitor ima v strukturi 
prisotno ciano skupino, ki je zanimiva za cisteinske katepsine zaradi možnosti 
reverzibilne kovalentne povezave s tiolno skupino in nizke reaktivnosti glede na 
druge celične nukleofile. [2, 5] 
 
 
Slika 5: Nitroksolin v aktivnem mestu katepsina B [2] 
 
Slika 6: Izboljšan 7-nitroksolinski inhibitor 
1.3 Načrtovanje novih molekul 
 
Pri raziskovanju malih molekul kot zdravilnih učinkovin je pomembna vloga 
načrtovanja teh molekul. Slika 7 prikazuje klasičen cikel načrtovanja novih 
molekul s sintezo in testiranjem kot eksperimentalnima komponentama ter 
analizo in oblikovanjem kot konceptualnima komponentama. Puščica znotraj 
območja oblikovanja se prekine, kar ilustrira diskreten premik med znanim in 
neznanim. Analiza eksperimentalnih rezultatov vpliva na odločitve o oblikovanju 
novih molekul. Pri načrtovanju novih molekul so pomembne informacije o zadanih 
ciljih, predhodnem znanju, osebnih izkušnjah, elementih kreativnosti, kritičnem 
filtriranju idej in praktičnem načrtovanju. Zelo pomembno je, da kompleksen 
proces načrtovanja izpeljemo čim bolj razumno, jasno in sledljivo. Načrtovanje 
molekul mora voditi do eksperimentalnega testiranja domnev. Iz rezultatov 




eksperimentov moramo priti do novih znanj o preiskovanem sistemu, ne glede na 
to ali so bile domneve potrjene ali ovržene. [7] 
 
 
Slika 7: Cikel načrtovanja novih molekul [7] 
Oblikovanje molekul je osnovano na znanju o molekulskih konformacijah in 
interakcijah. Pri načrtovanju novih molekul se je treba osredotočiti na podatke o 
aktivnem mestu, pri čemer nam pomaga določena kristalna struktura tarčne 
makromolekule. Glede na strukturo vezavnega mesta lahko novo molekulo 
oblikujemo, tako da npr. dodamo polarne substituente, da bi prišlo do 
močnejšega elektrostatskega ujemanja, poskusimo s polnjenjem lipofilnih žepov, 
da bi s komplementarnimi strukturami dosegli afiniteto ali selektivnost, izvedemo 
konformacijsko analizo, itn. Če kristalna struktura ni znana, si lahko pomagamo 
tudi s predhodnim znanjem o encimskem mehanizmu, sorodnih proteinskih 
strukturah in konformacijah, vendar je načrtovanje novih molekul v tem primeru 
težja. [7]  
 
Pri oblikovanju novih zdravilnih učinkovin si pomagamo z računalniškimi 
metodami. Z njimi lahko simuliramo interakcije med načrtovano spojino in 
aktivnim mestom, raziskujemo razmerje med strukturo in aktivnostjo načrtovane 
spojine s spreminjanjem spojine vodnice, teoretično izračunamo proste energije 
vezanja ter druge fizikalno-kemijske lastnosti, itd. Z računalniškimi metodami 









1.4 Molekulsko sidranje 
 
Molekulsko sidranje je ključno orodje na področju strukturne molekularne 
biologije in in silico načrtovanja aktivnih zdravilnih učinkovin. Cilj sidranja je 
predvideti, kje in s kakšno orientacijo se ligand veže na protein ter kolikšna je 
njuna vezavna afiniteta. Metode sidranja s pomočjo cenilne funkcije čim bolje 
energetsko ovrednotijo stabilnost posameznih kompleksov protein-ligand. 
Pregledamo lahko obsežne virtualne zbirke spojin, ovrednotimo rezultate in 
predlagamo strukturno hipotezo mehanizma inhibiranja tarčnega proteina, kar je 
izjemno pomembno pri optimizaciji aktivnih zdravilnih učinkovin. Poleg tega lahko 
z molekulskim sidranjem preučujemo tudi razmerje med strukturo in aktivnostjo 
zdravilnih učinkovin. [9] Molekulsko sidranje obsežnih virtualnih zbirk ligandov 
predstavlja zelo učinkovit način zmanjšanja števila spojin, ki bi jih morali 
eksperimentalno testirati. [10] 
 
 
Slika 8: Postopek molekulskega sidranja [9] 
Slika 8 prikazuje glavne korake pri postopku molekulskega sidranja. Najprej je 
treba izbrati tarčno makromolekulo in ligande. 3D strukturo tarčne makromolekule 
(lahko tudi kompleks protein-ligand) večinoma lahko najdemo v zbirki PDB 
(»Protein Data Base«), v kateri je struktura eksperimentalno določena z 
rentgensko praškovno difrakcijo (XRD) ali z jedrsko magnetno resonanco (NMR). 
Izbor tarče Izbor ligandov 










Izbor ligandov je odvisen od zastavljenega cilja sidranja, npr. iskanje strukture 
spojine vodnice ali derivatizacija že znane spojine vodnice na podlagi različnih 
kriterijev (neto naboj, molekulska masa, topnost, polarnost, itd.). Nato je potrebno 
izbrane strukture tarčne makromolekule in ligandov pripraviti skladno z zahtevami 
molekulskega sidranja. Med te zahteve spadajo določitev ustreznega pH, na 
podlagi katerega se strukturi dodajo ali odstranijo vodikovi atomi, odstranitev 
molekul vode, izbira cenilne funkcije, ki je lahko empirična ali osnovana na 
molekulski mehaniki (polje sil), določitev vezavnega mesta, izključitev liganda iz 
vezavnega mesta, če gre za kompleks protein-ligand, pretvorba ligandov iz 2D v 
3D strukturo, idr. Sledi molekulsko sidranje v okviru katerega na podlagi izbrane 
cenilne funkcije na koncu analiziramo oz. ovrednotimo rezultate sidranja. Pri 
vrednotenju rezultatov je treba upoštevati dva glavna kriterija: kako dobro se 
ujemajo rezultati sidranja z znanimi strukturnimi podatki, v primeru da so 
omenjeni podatki znani, ter kako dobro lahko razvrstimo rezultate ligandov in 
kako dobro se izračunani podatki ujemajo z eksperimentalnimi podatki, če so nam 
ti na voljo. Zaradi omenjenih kriterijev je koristno t.i. »ponovno molekulsko 
sidranje«, pri katerem v primeru kompleksa protein-ligand, ligand najprej 
odstranimo iz kompleksa in strukturo liganda ponovno sidramo v tarčno 
makromolekulo. [9] 
1.4.1 Glide  
Glide je program za molekulsko sidranje, ki ga vključuje programski paket 
Schrödinger. Primeren je za sidranje ligandov, ki so na receptor vezani z 
vodikovimi vezmi ali različnimi drugimi reverzibilnimi interakcijami. [11] Glide 
oceni konformacijo, orientacijo in lego vezanega liganda. Začetno grobo 
prileganje in cenilna faza močno skrčita celotni iskalni prostor. Sledi torzijsko 
fleksibilna energijska optimizacija za par sto preostalih možnih leg. Za izbiranje 
najboljše vezane lege se uporabi modelna energijska funkcija, ki vsebuje 
kombinirane empirične člene in člene polja sil. [12] 
 
Glide z uporabo hierarhičnih filtrov poišče možne lokacije liganda v vezavnem 
mestu receptorja. Oblika in lastnosti receptorja sta predstavljeni z različnimi 
serijami polj, ki postopoma vedno bolj natančno ocenijo pozo liganda. Z besedo 
poza je mišljen celoten opis liganda: lega in orientacija relativno na receptor, 
konformacija osrednjega dela liganda in pa konformacija rotirajočih skupin. 
Naslednji korak producira serijo začetnih konformacij liganda. Te so izbrane na 
podlagi ugodnih torzijskih kotov. Sledi skeniranje celotnega faznega prostora 
dostopnega ligandu, da dobimo ugodne poze liganda. Energija liganda je 




minimizirana v polju receptorja z uporabo standardnih energijskih funkcij 
molekulske mehanike skupaj z dielektričnim modelom odvisnim od razdalje. Na 
koncu tri do šest najnižje energijskih poz obdelamo z Monte Carlo postopkom, s 
katerim  proučimo torzijske minimume. Ta postopek je v nekaterih primerih 
potreben, da pride do pravilne orientacije stranskih skupin in občasne 
spremembe notranjih torzijskih kotov. [12] 
1.4.1.1 Emodel in Glide Score 
Glide uporablja cenilno funkcijo Emodel za izbiro med različnimi kompleksi oz. 
konformeri protein-ligand danega liganda in cenilno funkcijo Glide Score za 
ločitev spojin, ki se vežejo močno, od spojin, ki se vežejo šibko. Funkcija Emodel 
je primarno definirana s Coulombovimi in van der Waalsovimi interakcijami med 
proteinom in ligandom. Glide Score je empirična cenilna funkcija, ki se približa 
prosti energiji vezanja liganda. Sestavljena je iz členov, ki opisujejo vezanje. 
Vključuje člen za opis lipofilnih interakcij, člen za opis vodikovih vezi, rotacijski 
člen in člen za opis Coulombovih in van der Waalsovih prispevkov med proteinom 
in ligandom. Ker Glide Score simulira prosto energijo vezanja, bolj negativna 
vrednost predstavlja močnejšo vezavo liganda in receptorja. [10, 13]  
Glide uporablja Emodel pri izbiri najboljših poz liganda v kompleksu, nadalje pa 
razvrsti rezultate glede na Glide Score. Vrednosti Glide Score so podane v 
kcal/mol. [13, 14] 
1.4.2 Kovalentno molekulsko sidranje 
Kovalentno molekulsko sidranje obsega tako tvorbo kovalentne vezi kot tudi 
povezavo preko nekovalentnih interakcij med spojino in reaktivnim 
aminokislinskim ostankom receptorja. Na ta način lahko dosežemo zelo visoko 
selektivnost inhibicije. S kovalentnim molekulskim sidranjem se želimo čim bolj 
približati ključnim korakom pri vzpostavitvi kovalentne vezi. Uspešen kovalentni 
inhibitor mora najprej sovpadati z vezavnim mestom receptorja v pozi, v kateri se 
reaktivna skupina liganda in receptor čim bolj približata. Nekovalentne interakcije 
se morajo vzdrževati v primerno stabilnem načinu vezave dovolj dolgo, da se 
lahko tvori kovalentna vez. Pri tem procesu se lahko receptor in ligand 
konformacijsko spremenita in na ta način olajšata kovalentno reakcijo. 
Nekovalentne interakcije morajo pri tem vzdrževati ligand ustrezno umeščen v 
vezavnem mestu, da lahko poteče reakcija. Na koncu se izvede minimizacija 
napetosti kovalentne vezi in poze liganda v vezavnem mestu. [15]  
 
Molekulsko sidranje ligandov s tvorbo kovalentne vezi vključuje reakcijo, zato 
morata biti reaktivna funkcionalna skupina liganda in reaktivni aminokislinski 




ostanek identificirana tekom nastavitev molekulskega sidranja. Vez se mora 
tvoriti med pravilnima atomoma na obeh delih. [11] 
 
Kovalentno molekulsko sidranje najprej določi, ali se lahko ligand poveže z 
receptorjem v primerni pozi. To stori z mutacijo reaktivnega aminokislinskega 
ostanka receptorja v alanin. Z mutacijo preprečimo, da bi s postavljeno omejitvijo 
kovalentne povezave med reaktivnim aminokislinskim ostankom in reaktivno 
skupino liganda poza stranske verige vplivala na povezavo receptorja z ligandom 
in v nadaljevanju na sidranje liganda z Glide. Za sidranje liganda z Glide se 
izberejo tri energijsko najnižje konformacije. Ko so najdene primerne poze, se 
obnovi reaktivni aminokislinski ostanek receptorja. Nato se v prisotnosti 
pridruženega liganda raziščejo poze stranske verige glede na reaktivni ostanek. 
Ustvarijo se knjižnice rotamerov in na ta način se poiščejo najboljše poze liganda 
za reakcijo. Zatem sledi tvorba kovalentne vezi. Če reakcija vodi do različnih 
kiralnih centrov, se obdržijo vsi stereoizomeri za nadaljnjo strukturno optimizacijo. 
Ligand in reaktivni ostanek sta nato energijsko minimizirana, zaradi lajšanja 
napetosti se obnovijo tudi dolžine vezi in rešijo sterične ovire. Delno optimizirane 
poze liganda se združijo v skupke in nato se izbere reprezentativna poza vsakega 
skupka, s čimer se izločijo podvojene poze. Izbrane reprezentativne poze gredo 
čez proces celotne energijske minimizacije in so razvrščene na podlagi 
izračunane Prime energije. Na ta način se izberejo najbolj verjetne geometrije 
vezave. [11, 15] 
1.4.2.1 Prime energija in MM-GBSA energija 
Izračunane Prime energije niso primerne za primerjavo med različnimi ligandi. 
[11] Kovalentne komplekse se lahko razvršča s pomočjo MM-GBSA (»Molecular 
Mechanics - Generalised Born Surface Area«) energije. MM-GBSA pristop se 
veliko uporablja pri izračunih proste energije vezanja manjših ligandov in 
bioloških makromolekul in je računalniško zelo učinkovit ter priročen. [16, 17] 
Razvrščanje ligandov je osnovano na izračunanih vezavnih energijah oz. MM-
GBSA dG Bind, ki se dokaj dobro ujemajo z razvrščanjem na podlagi 
eksperimentalnih vezavnih afinitet. Vrednosti MM-GBSA dG Bind so podane v 
kcal/mol. Ker so vezavne energije MM-GBSA približne proste energije vezanja, 
bolj negativna vrednost pomeni močnejšo vezavo liganda in receptorja. [18] 
 
  






MM-GBSA energija se uporablja pri oceni relativne vezavne afinitete za različne 
ligande. Izračunane absolutne vrednosti namreč niso nujno skladne z 
eksperimentalnimi vezavnimi afinitetami. Vrednosti MM-GBSA so podane v 
kcal/mol. [18] 
1.5 Suzuki-Miyaura reakcije pripajanja 
 
Suzuki-Miyaura ali Suzukijeve reakcije pripajanja spadajo med organokovinske 
reakcije. Zanje je značilen tristopenjski katalitski cikel, ki vključuje oksidativno 
adicijo, transmetaliranje in reduktivno eliminacijo. Pri Suzukijevih reakcijah 
pripajanja nastane kovalentna vez C–C z reakcijo med organoborovimi spojinami 
(aril oz. alkenil borovimi spojinami) in organskimi (aril oz. alkenil) halidi ali triflati. 
Reakcije potekajo v prisotnosti baze (npr. NaOH, Na2CO3, NaOEt, idr.) in 
paladijevega katalizatorja (npr. Pd(PPh3)4, Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2, idr.). [19, 20] 
Paladij se pri reakciji vrine v kovalentno vez C–Br in povzroči, da ogljik postane 
nukleofilen. 
 
S Suzuki-Miyaura reakcijami pripajanja lahko učinkovito sintetiziramo bolj 
kompleksne molekule iz enostavnejših fragmentov. To je predvsem pomembno 
pri sintezi biološko aktivnih molekul, zelo čistih kemikalij in naravnih produktov. 
Vendar se v sklopu teh reakcij pojavita dve večji težavi. V prvem primeru lahko 
pride do koordinacije heterocikličnega substrata okoli kovinskega iona, kar lahko 
povzroči inhibicijo ali deaktivacijo katalizatorja sintezne reakcije. Lahko se tudi 
zgodi, da se produkt reakcije koordinira okoli kovinskega iona. Ta problem se 
lahko reši z uporabo novih izboljšanih paladijevih katalizatorjev in ligandov. V 
drugem primeru težave povzročajo nekatere borove kisline, ki so nestabilne oz. 
šibko reaktivne, kar lahko vodi do nezaželenih stranskih reakcij (dimerizacija, 
trimerizacija). Omenjen problem so rešili z razvojem alternativnih organoborovih 
reagentov, kot so npr. estri N-metiliminodiocetne kisline (MIDA), trifluoroborati ter 
estri borovih kislin. Trifluoroborati in estri borovih kislin so stabilni na zraku in niso 
občutljivi na vlago, poleg tega obstajajo le v monomerni obliki. [21, 22] 
 





1.6 Določitev encimske kinetike s fluorescenco 
1.6.1 Absorpcijska spektroskopija 
Pri absorpcijski oz. UV-Vis (»UV-Visible«) spektroskopiji molekula absorbira 
svetlobo, ko se energija svetlobe ujema z energijsko spremembo med dvema 
elektronskima stanjema. V absorpcijskem spektrofotometru je kiveta z raztopino 
izbranega kromoforja postavljena med virom svetlobe in detektorjem. Vzorec je 
nato osvetljen in intenziteta svetlobe je izmerjena pred (I0) in po (I) tem ko gre 
svetloba skozi raztopino. Spektrofotometer izmeri svetlobo, ki jo je absorbirala 
raztopina in je izražena kot transmitanca (I/I0) oz. bolj pogosto kot absorbanca 
(negativni logaritem transmitance). Količina svetlobe, ki jo je absorbiral vzorec, je 




sorazmerna koncentraciji spojine glede na Beer-Lambertov zakon (Enačba 1). 
[23] 
 
log(I0/I) λ = Aλ = ελ ∙ c ∙ l    (Enačba 1) 
 
V Enačbi 1 je I0 intenziteta svetlobe z valovno dolžino λ, ki pade na vzorec, I je 
intenziteta svetlobe z valovno dolžino λ, ki gre skozi vzorec, Aλ absorbanca pri 
valovni dolžini λ, ελ absorpcijski oz. ekstinkcijski koeficient pri valovni dolžini λ, c 
je koncentracija kromoforja in l je dolžina poti. [23] 
 
Ekstinkcijski koeficient lahko opišemo kot učinkovitost, s katero elektron prehaja 
iz osnovnega v vzbujeno stanje. Odvisen je od lastnosti strukture molekule, nanj 
lahko vpliva tudi okolje molekule v raztopini. Bolj učinkoviti prehodi bodo imeli 
večje ekstinkcijske koeficiente. [23] 
1.6.2 Fluorescenčna spektroskopija 
Fluorescenčna spektroskopija je ena izmed najbolj uporabljenih optičnih tehnik v 
biokemiji in celični biologiji. [23] 
 
Absorpcija fotona primerne energije (hνA) povzroči elektronski prehod iz 
osnovnega (S0) v vzbujeno stanje (S1 ali S2). Ko je enkrat molekula v elektronsko 
vzbujenem stanju, se mora oddati energija (hνF), da se lahko molekula vrne v 
osnovno stanje, kar opisuje poenostavljen diagram Jablonskega na Sliki 9. [23] 
 
 
Slika 9: Jablonski diagram [23] 
FLUORESCENCA ABSORBANCA 
NOTRANJA PRETVORBA 




Absorpcija fotona iz najnižjega vibracijskega stanja osnovnega stanja (S0) v višje 
elektronsko in vibracijsko stanje (S1, S2, itn.) poteče zelo hitro. Elektron hitro 
relaksira iz višjih energijskih stanj do nižjih vibracijskih stanj prvega vzbujenega 
stanja (S1), kar se imenuje notranja pretvorba. Izguba energije po radiativni poti 
vključuje sprostitev fotona. Ko se sprosti elektron iz prvega vzbujenega v osnovno 
stanje, se emitirana svetloba imenuje fluorescenca. Energija se po neradiativni 
poti lahko sprosti v obliki toplote. [23] 
 
Tipični spektrofluorimeter je sestavljen iz dveh monokromatorjev. Prvi se 
uporablja za nastavitev vzbujevalne oz. ekscitacijske valovne dolžine, drugi pa 
za analizo emitirane fluorescence. Emitirana svetloba ima vedno nižjo energijo 
od vzbujevalne. Zaradi tega je ekscitacijska valovna dolžina vedno nižja od 
emisijske. [24] 
 
Fluorescenčna spektroskopija je najbolj natančna pri zelo nizkih koncentracijah 
emitiranih fluoroforov v nasprotju z UV-Vis spektroskopijo, ki je pri nizkih 
koncentracijah najmanj natančna. [24] 
1.6.2.1 Fluorofori in fluorescenčni substrati 
Fluorofor je v biološkem sistemu lahko endogen, npr. aromatski aminokislinski 
ostanek v proteinu. Endogeni fluorofori pogosto absorbirajo in emitirajo v UV 
območju. Fluorofori v vidnem delu so na splošno eksogeni in se lahko v biološki 
sistem vnesejo z uporabo fluorescentno označenih protiteles, kemijskim 
označevanjem, ipd. [23] 
 
Substrati, ki imajo na funkcionalno skupino vezan fluorofor, se imenujejo 
fluorescenčni substrati. Prost fluorofor pri določeni vzbujevalni in emisijski valovni 
dolžini fluorescira, vezan na funkcionalno skupino substrata pri enakih pogojih pa 
ne. Ko k fluorescentnemu substratu pri valovnih dolžinah vzbujanja in emisije 
dodamo encim, slednji prepozna in cepi vez med fluoroforom in funkcionalno 
skupino substrata. Pri tem fluorofor ponovno preide v prosto obliko in fluorescira. 
S fluorescenčnimi substrati lahko na opisan način raziskujemo encimsko kinetiko. 
[25] 
 
Z-FR-AMC oz. N-karbobenziloksi-Phe-Arg-7-amino-4-metilkumarin je 
fluorescenčni substrat, ki smo ga uporabili pri meritvah kinetike katepsina B. Pri 
meritvah kinetike katepsina L smo uporabili fluorescenčni substrat Z-LR-AMC oz. 
N-karbobenziloksi-Leu-Arg-7-amino-4-metilkumarin. Pri obeh substratih smo 
preverjali endopeptidazno encimsko aktivnost s hidrolizo amidne vezi Arg-7-
amino-4-metilkumarin. S hidrolizo amidne vezi smo povzročili nastanek substrata 
7-amino-4-metilkumarin, ki močno fluorescira. [26, 27] 




1.6.2.2 Vpliv efekta notranjega filtra 
Pri študiju kinetike encimskih reakcij hidrolize se uporablja priročen in občutljiv 
način, pri katerem opazujemo spremembo substrata s fluorescenco. Težavo pri 
meritvah kinetike predstavlja linearnost fluorescenčne spremembe substrata 
zaradi njegove absorbance, ki se poveča z večjo koncentracijo substrata. Z 
večanjem absorbance substrata se pojavi efekt notranjega filtra (IFE oz. »Inner 
Filter Effect«), ki zmanjšuje emisijo ter spremembo fluorescence. Zaradi izgube 
linearnosti fluorescence je treba pri meritvah upoštevati vpliv IFE. Ko vsota 
absorbanc valovnih dolžin vzbujanja in emisije preseže vrednost 0.08, se 
fluorescenca zaradi notranjega filtra zmanjša za 10 %. Potreben popravek je pri 
večjih koncentracijah substrata (nad 20 µM) lahko zelo velik. V našem primeru je 
bil potreben popravek predvsem pri večjih koncentracijah spojin, ki smo jih 
dodajali v reakcijsko mešanico (10 µM, 20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM in 100 µM). 
Neustreznosti zaradi vpliva IFE lahko odpravimo brez izvedbe analiz redčenja 
fluorofora z uporabo substratovih ekstinkcijskih koeficientov pri valovnih dolžinah 
ekscitacije in emisije. [28]  
 
Korekcija IFE je produkt korekcijskih faktorjev fex in fem, ki upoštevata absorbance 
pri valovnih dolžinah vzbujanja in emisije fluorescence, Aex in Aem (Enačba 2). 
[28] 
 
IFE = fex ∙ fem = 10(Aex + Aem) / 2   (Enačba 2) 
 
Z upoštevanjem Beer-Lambertovega zakona (Enačba 1) v Enačbi 2 dobimo 
Enačbo 3. [28] 
 
IFE = 10(εex + εem) c ∙ l / 2    (Enačba 3) 
 
Po upoštevanju popravkov, ki jih izračunamo s substratovimi absorbancami oz. 
ekstinkcijskimi koeficienti pri valovnih dolžinah vzbujanja in emisije fluorescence, 
lahko izračunamo korigirano fluorescenco, Fcor kot produkt korekcije IFE in 
izmerjene fluorescence, Fobs (Enačba 4). [28] 
 
Fcor = IFE ∙ Fobs     (Enačba 4) 
 
V eksperimentalnem delu encimskih testov je upoštevanje IFE natančneje 
razloženo. Pri analizi rezultatov smo uporabili program GraphPad Prism5. 




1.6.3 Določitev vrednosti IC50 
IC50 je koncentracija inhibitorja, ki povzroči polovično inhibicijo določene biološke 
aktivnosti pod določenimi pogoji. Vrednost IC50 se najpogosteje uporablja kot 
informativno merilo učinkovitosti farmacevtske učinkovine. [29] 
 
Vrednost IC50 lahko določimo s prileganjem logistične enačbe s štirimi parametri 
k eksperimentalnim podatkom. Enačba 5 prikazuje logistično enačbo s štirimi 
parametri, ki je prilagojena za meritve kinetike encimskih reakcij. V Enačbi 5 je vi 
hitrost inhibicije, v0 hitrost v odsotnosti inhibitorja, vinf hitrost pri nasičenju encima 
z inhibitorjem, [I] koncentracija inhibitorja, IC50 koncentracija inhibitorja, pri kateri 
je hitrost enaka (v0 – vinf) / 2, in h Hillov koeficient, ki je mera za kooperativnost. 
[30] 
 
vi = v0 – ((v0 – vinf) [I]h) / (𝐼𝐶50
ℎ  + [I]h)  (Enačba 5) 
 
V eksperimentalnem delu encimskih testov je postopek določanja IC50 vrednosti 
natančneje opisan. Vrednost IC50 smo določili s programom GraphPad Prism5, v 
katerem so bili pri izračunih uporabljeni zgornji parametri.  
  




2 Namen dela 
Namen magistrskega dela je bil poiskati nove inhibitorje človeškega katepsina B. 
Katepsin B je encim, ki ima dve aktivnosti delovanja, ki sta pogojeni s pH. 
Eksopeptidazna aktivnost v kislem pH območju opravlja fiziološko pomembne 
funkcije, endopeptidazna aktivnost v nevtralnem pH območju pa je odgovorna za 
patološka stanja. Z razgrajevanjem proteinov zunajceličnega matriksa 
endopeptidazna aktivnost katepsina B omogoča razpršitev tumorskih celic in 
metastaze. Cilj magistrskega dela je bilo poiskati inhibitorje endopeptidazne 
aktivnosti katepsina B. 
 
Novejše raziskave so pokazale, da uveljavljena zdravilna učinkovina nitroksolin 
za zdravljenje urinarnih infekcij selektivno inhibira endopeptidazno aktivnost 
katepsina B. Pri inhibiciji ima pomembno vlogo nitro skupina, ki se v vezavnem 
mestu encima preko kisikov nekovalentno poveže s histidinoma His110 in His111 
(S2' žep). V preteklih študijah se je kot izboljšan inhibitor katepsina B izkazal 
derivat nitroksolina, ki je substituiran na mestu 7.  
 
V okviru magistrske naloge smo želeli z molekulskim sidranjem načrtovati nove 
7-substituirane derivate nitroksolina, ki bi imeli na mestu 7 stransko verigo z 
elektrofilno funkcionalno skupino, ki bi se lahko kovalentno povezala s Cys29 v 
S1 žepu vezavnega mesta v encimu. Načrtovane spojine bi nato sintetizirali in 
okarakterizirali ter njihove inhibitorne lastnosti v povezavi s katepsinom B preverili 









3 Razprava  
3.1 Molekulsko sidranje 
3.1.1 Molekulsko sidranje Glide 
Najprej smo preverili rezultat Glide Score in 2D interakcijski diagram za enega od 
referenčnih ligandov – nitroksolin (1) (-5.389 kcal/mol). Ugotovili smo, da je bila 
vrednost cenilne funkcije za vezavo referenčnega liganda 1 v primerjavi z 
vrednostmi ostalih načrtovanih ligandov med najnižjimi vrednostmi (-5.398 
kcal/mol, Tabela 1). Izračunane vrednosti za načrtovane spojine v Tabeli 1 niso 
bile preveč obetavne, saj bi teoretično nižje vrednosti Glide Score napovedale 
boljše inhibitorne lastnosti glede na spojino 1.  
 
Tabela 1: Rezultati Glide Score – razvrščeni od najnižje do najvišje vrednosti 

















































































Nato smo primerjali 2D interakcijska diagrama za nitroksolin (1) po sidranju v 
aktivno mesto (Slika 10, referenčni ligand) ter nitroksolin (1) po pripravi strukture 
encima z ligandom (2. korak v eksperimentalnem delu, str. 60) (Slika 11, na 
začetku kokristakiziran ligand). Primerjavo smo naredili z namenom, da bi se 
prepričali o natančnosti molekulskega sidranja. Opazili smo, da sta se liganda 
precej dobro pokrivala, a sta bila nasprotno orientirana – hidroksi skupina enega 
nitroksolina (1) se je ujemala z nitro skupino drugega (Slika 12). Sklepali smo, da 
je razlog za to majhna, planarna in dokaj simetrična struktura spojine nitroksolin 
(1).  
 





Slika 10: Nekovalentno vezan nitroksolin (1) po molekulskem sidranju Glide 
 
Slika 11: Nekovalentno vezan nitroksolin (1) po optimizaciji začetne kristalne strukture 
 
Slika 12: Prekrivanje referenčnega (oranžen) in kokristaliziranega (zelen) liganda 




Preverili smo tudi Glide Score za drugi referenčni ligand – izboljšan 7-substituirani 
nitroksolinski inhibitor 2-(((8-hidroksi-5-nitrokinolin-7-il)metil)amino)acetonitril (2). 
Vrednost proste energije vezanja je znašala -4.422 kcal/mol. Torej je bila 
vrednost večja od tiste, ki smo jo dobili pri molekulskem sidranju nitroksolina (1). 
Slednje se sicer ne ujema z eksperimentalnimi podatki, vendar se v praksi spojina 
2 izkaže kot boljši inhibitor od spojine 1.  
 
Rezultati Glide Score za spojine v Tabeli 1 so bili med seboj primerljivi. Ker 
nobena izmed vrednosti Glide Score ni preveč izstopala, z izvedenim sidranjem 
nismo prepoznali bistveno boljših inhibitorjev. Ugotovili smo, da se spojine, ki 
imajo podobno strukturo kot spojina vodnica (1) podobno nekovalentno vežejo v 
aktivno mesto encima katepsin B. 
3.1.2 Kovalentno molekulsko sidranje 
Pri načrtovanju učinkovitih kovaletnih inhibitorjev je glavni cilj visoka selektivnost 
inhibitorjev glede na izbran tarčni encim. Za doseg visoke selektivnosti pri 
vzpostavitvi kovalentne interakcije je potrebna visoka afiniteta med elektrofilno 
funkcionalno skupino (»electrophilic warhead«) na inhibitorju in nukleofilom na 
tarčnem encimu. Načrtovana elektrofilna funkcionalna skupina mora biti prisotna 
na ustreznem delu inhibitorja, nukleofil na tarčnem encimu pa mora imeti 
primeren položaj in orientacijo. Pri določanju primernega nukleofila na tarčnem 
encimu in tudi elektrofilne funkcionalne skupine ima zelo pomembno vlogo 
bioinformatika. S kovalentnimi inhibitorji lahko na ta način dosežemo visoko 
učinkovitost, ki izhaja iz popolne inhibicije tarčnega encima, in ima za posledico 
potreben nižji odmerek zdravilne učinkovine v zdravilu. [31] Inhibicija tarčnega 
encima je uspešnejša, če so med inhibitorjem in tarčnim encimom poleg 
kovalentne vezi prisotne tudi nekovalentne interakcije. [32] 
 
Pri dosegu visoke selektivnosti je pomembna tudi nižja reaktivnost elektrofilne 
funkcionalne skupine na inhibitorju, tako da je najbolj ugodna želena reakcija na 
tarčnem encimu (npr. s tiolno skupino) in ne pride do nezaželenih stranskih 
reakcij. Če iskanje kovalentnih inhibitorjev začnemo z reverzibilnim inhibitorjem, 
pri katerem poznamo način inhibicije preko nekovaletnih interakcij, lahko z manj 
reaktivnimi elektrofili minimiziramo nezaželene reakcije. S pomočjo znanega 
reverzibilnega inhibitorja tako lahko hitreje poiščemo inhibitor z želenimi 
farmacevtskimi lastnostmi. [32] 
 
Kristalna struktura 3AI8, v kateri je kokristaliziran nitroksolin (1) v aktivnem mestu 
katepsina B, nam pokaže, da sta mesti 7 in 8 pri nitroksolinu (1) v bližini 
aminokislinskega ostanka Cys29 v S1 žepu (Slika 5, str. 4). [5] Testirane spojine 
smo načrtovali tako, da so se skoraj vse lahko s stransko verigo na mestu 7 ali 8 




kovalentno povezale s Cys29. Skupna značilnost raznolikih stranskih verig je bila, 
da so imele (vsaj delno) elektrofilno mesto, ki je omogočalo kovalentno interakcijo 
s Cys29. 
 
Nitroksolin (1) se lahko v vezavno mesto encima veže z nekovalentnimi 
interakcijami, zato ga nismo mogli uporabiti kot referenčno spojino pri iskanju 
kovalentnih inhibitorjev. V aktivnem mestu katepsina B se aminokislinski ostanek 
Cys29 lahko kovalentno poveže z izboljšanim 7-substituiranim nitroksolinskim 
inhibitorjem 2. Zaradi tega smo za referenčno spojino določili inhibitor 2. Vrednost 
MM-GBSA dG Bind za inhibitor 2 je bila -29.795 kcal/mol (Tabela 2, Slika 13).  
 
Tabela 2: Rezultati MM-GBSA dG Bind – razvrščeni od najnižje do najvišje vrednosti 


































































Slika 13: Kovalentna vez med Cys29 katepsina B in spojino 2 
Vrednosti MM-GBSA dG Bind testiranih spojin smo primerjali z referenčno 
vrednostjo, vse so bile precej nižje od referenčne vrednosti. Glede na rezultate 
se je kot teoretično najuspešnejši inhibitor izkazala spojina 9, ki je imela največ 
različnih možnosti kovaletnih povezav s Cys29 (Tabela 2). Najnižja vrednost MM-
GBSA dG Bind za spojino 9 je bila -60.660 kcal/mol (Slika 14). Spojino 9 smo 
kovalentno sidrali štirikrat, saj bi teoretično na ligandu lahko potekale štiri različne 
reakcije: Michaelova adicija, nukleofilna adicija na karbonilno skupino C=O, 
konjugativna adicija na dvojno vez C=C (aktivirana s ciano skupino) in nukleofilna 
adicija na ciano skupino. Vse preostale spojine so bile testirane enkrat, ker so 
lahko s tiolno skupino reagirale le na en način. 
 





Slika 14: Kovalentna vez med Cys29 katepsina B in spojino 9 
3.2 Sinteza potencialnih inhibitorjev 
3.2.1 Sinteza 7-bromo-8-hidroksi-5-nitrokinolina 
 
     (1)             (3) 
 
Reakcijska shema prikazuje reakcijo elektrofilne aromatske substitucije, ki smo 
jo izvajali pri sobni temperaturi. Pri sintezi smo kot bromirno sredstvo uporabili 
NBS (N-bromosukcinimid). NBS kot reagent v manjši meri razpada in pri tem 
nastane Br2. Br2 prisoten v reagentu tako katalitsko vpliva na sintezo produkta. 
Poleg tega smo v reakcijsko zmes dodali tudi katalitsko količino H2SO4, ki prav 
tako povzroči razpad NBS in nastanek Br2. Pri reakciji kot stranski produkt 
nastane HBr, ki še dodatno omogoča nadaljnjo zadostno količino Br2 z razpadom 




Izolacija produkta 3 je bila preprosta. Reakcijsko zmes smo med mešanjem 
počasi prelili v demineralizirano vodo in izpadlo oborino odfiltrirali. Produkt 




reakcije smo izolirali z visokim izkoristkom (izkoristek po izolaciji: 92 %). Na to je 
vplivala narava izhodne spojine – hidroksi skupina je aktivirala aromatski obroč 
in usmerila elektrofil na orto mesto, medtem ko je nitro skupina deaktivirala 
aromatski obroč in usmerila elektrofil na meta mesto. Hidroksi in nitro skupina sta 
tako skupaj usmerili Br+ na mesto 7 (Slika 15).  
 
 
Slika 15: Usmerjanje elektrofila na mesto 7 
3.2.2 Sinteza 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolina 
 
(3)       (4) 
 
Reakcijska shema prikazuje uvajanje metilne zaščitne skupine na 7-bromo-8-
hidroksi-5-nitrokinolin (3). Gre za nukleofilno substitucijo, kjer K2CO3 v vlogi baze 
najprej deprotonira hidroksi skupino, nato pa nevezni elektronski par na kisiku 
napade elektrofilen ogljik metil jodida. Jodidni anion je dobra izstopajoča skupina. 
Presežni K2CO3 nevtralizira nastalo HI.  
 
Potek reakcije pri sobni temperaturi smo spremljali s tankoplastno kromatografijo 
(TLC). Izolacija produkta 4 ni bila zahtevna, saj je tekom sinteze izpadla oranžna 
oborina, ki smo jo enostavno odfiltrirali. Oborino na keramični friti za filtracijo smo 
dodatno spirali z demineralizirano vodo, da smo z raztapljanjem odstranili 
presežni K2CO3 (izkoristek po izolaciji: 88 %). 




3.2.3 Sinteza 8-aliloksi-5-nitrokinolina 
 
     (1)          (5) 
 
Reakcijska shema prikazuje uvedbo alilne skupine na učinkovino nitroksolin (1). 
NaH v vlogi baze deprotonira hidroksi skupino, prosti elektronski par na kisiku pa 
v nadaljevanju napade elektrofilen ogljik alil bromida. Ker je NaH močna baza, je 
bilo treba reakcijsko zmes hladiti v ledeni kopeli, saj je reakcija eksotermna. 
Bromidni ion je dobra izstopajoča skupina.  
 
Potek reakcije pri temperaturi 65 °C smo spremljali s TLC. Ker reakcija ni potekla 
v celoti, smo v reakcijsko zmes dodali še večji prebitek alil bromida. Glede na 
TLC kromatogram se je po dodatku alil bromida količina izhodne spojine 1 precej 
zmanjšala. Produkt 5 smo izolirali s filtracijo, s katero smo odstranili nastal NaBr. 
Z ekstrakcijo z DCM ter nadaljnjim koncentriranjem v vakuumu do suhega 
preostanka smo izolirali surov produkt 5. Ker je suh preostanek vseboval manjši 
delež izhodne spojine 1, smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (izkoristek po 
čiščenju: 73 %). 
3.2.4 Sinteza 7-alil-8-hidroksi-5-nitrokinolina 
 
         (5)       (6) 
 
Reakcijska shema prikazuje sinhrono in zelo selektivno termično periciklično 
reakcijo sistema 4n + 2. Natančneje gre za sigmatropno premestitev, pri kateri se 
σ-vez premesti preko konjugiranega π-sistema. Ker premestitev poteče po isti 
ravnini π-sistema, je sigmatropna premestitev v tem primeru suprafacialna. 
Opisana sigmatropna premestitev se imenuje tudi Claisen-ova [3,3] premestitev. 
 






Potek reakcije pri 200 °C smo spremljali s TLC. Po 20 h se je izhodna spojina 5 
v celoti pretvorila v želen trden produkt 6 temno rdeče barve. TLC kromatogram 
je pokazal, da tekom reakcije niso nastali stranski produkti. DMF smo upareli na 
rotavaporju in produkt 6 dodatno sušili na vakuumski črpalki do suhega trdnega 
preostanka. Preprosta izolacija je vodila do zelo visokega izkoristka reakcije 
(izkoristek po izolaciji: 99 %). 
3.2.5 Sinteza 7-alil-8-metoksi-5-nitrokinolina 
 
(6)      (7) 
 
Zgornja reakcijska shema prikazuje nukleofilno substitucijo oz. uvajanje metilne 
zaščitne skupine na 7-alil-8-hidroksi-5-nitrokinolin (6). K2CO3 v vlogi baze najprej 
deprotonira hidroksi skupino, zatem pa nevezni elektronski par na kisiku napade 
elektrofilen ogljik metil jodida. Jodidni anion je dobra izstopajoča skupina. 
Presežni K2CO3 nevtralizira nastalo HI.  
 
Potek reakcije pri sobni temperaturi smo spremljali s TLC. DMF smo upareli na 
rotavaporju, da smo ga lažje odstranili iz reakcijske zmesi. V nasprotnem primeru 
bi pri ekstrakcijah morali uporabiti večje količine demineralizirane vode. Produkt 
7 smo ekstrahirali z DCM. Organsko fazo smo še dodatno spirali z 
demineralizirano vodo. Po koncentriranju v vakuumu do suhega preostanka, smo 
surov produkt 7 očistili s kolonsko kromatografijo (izkoristek po čiščenju: 77 %). 




3.2.6 Sinteza 8-metoksi-5-nitro-7-vinilkinolina 
 
(4)       (8) 
 
Potek reakcije tekom refluktiranja smo spremljali s TLC. iPrOH smo upareli na 
rotavaporju, nato pa produkt 8 izolirali z ekstrakcijo DCM in demineralizirane 
vode. Organsko fazo smo dodatno spirali z 1 M HCl, da smo odstranili presežni 
Et3N, ter nasičeno vodno raztopino NaCl. Surov produkt 8 smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (izkoristek po čiščenju: 57 %).  
3.2.7 Sinteza (E)-etil 2-ciano-3-(4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-
il)fenil)akrilata in 4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzaldehida 
 
Tabela 3: Eksperimenti pri sintezi (E)-etil 2-ciano-3-(4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)fenil)akrilata (9) 
in 4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzaldehida (10) 
 Katalizator Baza Topilo Čas Izolacija Izkoristek 
1 Pd(PPh3)4 Na2CO3 toluen/EtOH=3/1 17 h ekstrakcija 11 % a, b 
2 Pd(PPh3)4 Na2CO3 toluen/EtOH=3/1 17 h filtracija 
preko 
silikagela 
12 % a, b 
3 Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 Et3N iPrOH/H2O=2/1 17 h ekstrakcija 72 % a, c 
4 Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 Et3N iPrOH/H2O=2/1 19 h filtracija 
preko celita 
78 % a, c 
5 Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 Et3N iPrOH/toluen=2/1 17 h / / 
6 Pd(PPh3)4 Na2CO3 toluen/EtOH=3/1 44 h d filtracija 
preko celita 
5 % a, b 
7 Pd(PPh3)4 Na2CO3 toluen/EtOH=3/1 43 h d filtracija 
preko celita 
/ b 
8 Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 Na2CO3 toluen/EtOH=3/1 43 h d filtracija 
preko celita 
/ b 
9 Pd(PPh3)4 Et3N toluen/EtOH=3/1 68 h d / / 
a izkoristek po čiščenju, b produkt reakcije je spojina 9, c produkt reakcije je spojina 10, d dodatek 
katalizatorja 
 
V Tabeli 3 so povzeti eksperimenti pri sintezi (E)-etil 2-ciano-3-(4-(8-metoksi-5-
nitrokinolin-7-il)fenil)akrilata (9) in 4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzaldehida 
(10). V prvem stolpcu Tabele 3 števila 1-9 predstavljajo oznako eksperimentov. 






(4)         (9) 
 
V eksperimentu 1 smo reakcijo prekinili po 17 h. TLC kromatogram je pokazal, 
da so v reakcijski zmesi prisotni ester borove kisline, izhodna spojina 4, produkt 
9 in katalizator. Reakcijsko zmes smo ohladili ter nato potek reakcije prekinili z 
demineralizirano vodo. Sledila je ekstrakcija reakcijske zmesi v mešanici EtOAc 
/ H2O = 2 / 1. Med ločevanjem faz se je pojavila medfaza, ki je je bilo kar nekaj. 
Kljub dodatku nasičene raztopine NaCl, se organska in vodna faza nista lepo 
ločili. Po koncentriranju organske faze v vakuumu smo uparek zmesi ločevali na 
kromatografski koloni (izkoristek po čiščenju: 11 %). Z NMR smo potrdili želen 
produkt 9, ki je bil trden in rdečeoranžno obarvan, vendar izoliran produkt 9 ni bil 
povsem očiščen. 
 
V eksperimentu 2 smo reakcijo tudi prekinili po 17 h. TLC kromatogram je bil enak 
kot pri eksperimentu 1. Ker je bila izolacija z ekstrakcijo zahtevna, smo postopek 
spremenili. V keramično frito za filtracijo smo dodali silikagel (višina silikagela je 
bila približno 1 cm) in nanj filtrirni papir. Nato smo s stekleno kapalko prenesli 
reakcijsko zmes na filtrirni papir in jo v presesalno bučko odsesavali z vakuumom. 
Preostanek na keramični friti smo spirali z EtOAc in DCM. Končni uparek je bil 
glede na prvi TLC kromatogram čistejši kot v prvem eksperimentu. Kljub temu je 
sledilo čiščenje produkta s kolonsko kromatografijo (izkoristek po čiščenju: 12 %). 
Z NMR smo dokazali, da nam je uspelo produkt očistiti. Poleg tega smo s tem 
eksperimentom glede na izkoristka reakcij ugotovili, da pri ekstrakciji zaradi 
slabega ločevanja faz nismo imeli izgub. Produkt 9 smo potrdili tudi z LC-MS 
(tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo) analizo (Sliki 16 in 
17). 
 





Slika 16: LC kromatogram za spojino 9 
 
Slika 17: MS spekter za spojino 9 
V eksperimentu 3 smo reakcijo poskusili optimizirati s sinteznim postopkom, s 
katerim smo pripravili 8-metoksi-5-nitro-7-vinilkinolin (8).  
 





(4)            (9) 
 
TLC kromatogram je po 17 h pokazal, da izhodna spojina 4 ni več prisotna v 
reakcijski zmesi. Sledila je izolacija nastalega produkta. Z uparevanjem na 
rotavaporju smo odstranili iPrOH iz reakcijske zmesi. Sledila je ekstrakcija 
preostanka v mešanici DCM in demineralizirane vode. Pri ločevanju se je pojavila 
medfaza, ki smo jo ločili skupaj z vodno fazo. Organsko fazo smo dodatno spirali 
z 1 M HCl, da smo odstranili presežni Et3N, ter nasičeno vodno raztopino NaCl. 
Skoncentriran uparek smo čistili na kromatografski koloni. Izoliran produkt smo 
preverili z NMR. Ugotovili smo, da smo izolirali čisto spojino, vendar ta spojina ni 
bila želen produkt 9. V 1H NMR smo opazili signal za proton aldehida, poleg tega 
pa sta manjkala signala za etilno skupino. Z LC-MS smo potrdili nastanek 
produkta 10 (izkoristek po čiščenju: 72 %) (Sliki 18 in 19). V reakciji je sodelovala 
H2O, ki se je adirala na dvojno vez C=C. Reakcijo je omogočila narava dvojne 
vezi, saj je bila dvojna vez na eni strani substituirana s skupino -CN. 
 
 
Slika 18: LC kromatogram za spojino 10 





Slika 19: MS spekter za spojino 10 
 









Produkt 10 smo prvič sintetizirali v običajni stekleni bučki. V eksperimentu 4 smo 
sintezo ponovili v debelostenski bučki in na večji skali. Po 19 h smo reakcijo 
prekinili. TLC kromatogram je pokazal, da je reakcija potekla do konca, saj 
izhodne spojine 4 ni bilo več v reakcijski zmesi. Spremenili smo postopek 
izolacije. V keramično frito za filtracijo smo dodali celit (višina celita je bila 
približno 1 cm) ter nanj dodali filtrirni papir. Nato smo s stekleno kapalko prenesli 
reakcijsko zmes na filtrirni papir in jo z vakuumom odsesali v presesalno bučko. 
Ker so na filtrirnem papirju ostali trdni delci, smo jih dodatno spirali z DCM. 
Uparek smo čistili s kromatografsko kolono (izkoristek po čiščenju: 78 %).  
Ker je bil sintezni postopek v eksperimentih 3 in 4 uspešnejši, čeprav ni vodil do 
produkta 9, smo v eksperimentu 5 pri poskusu sinteze spojine 9 namesto 
demineralizirane vode kot topilo uporabili toluen. Po 17 h smo razvili TLC 
kromatogram, ki je pokazal, da reakcija ne poteka. Reakcijo smo zato prekinili in 
z izolacijo nismo nadaljevali. 
 
 
(4)            (9) 
V eksperimentu 6 smo poskusili optimizirati sintezni postopek pri eksperimentih 
1 in 2. V eksperimentu 6 smo v reakcijsko zmes tekom sinteze še 1x dodali 
katalizator ter podaljšali reakcijski čas. Katalizator smo ponovno dodali v 
reakcijsko zmes, ker smo iz eksperimentov 1 in 2 ugotovili, da je bila v reakcijski 
zmesi po 17 h še vedno prisotna izhodna spojina 4. 
 
 





(4)         (9) 
 
Potek reakcije smo spremljali s TLC. Po 22 h smo potrdili, da reakcija še vedno 
poteka, saj je bila v reakcijski zmesi še vedno prisotna izhodna spojina 4. V 
ohlajeno reakcijsko zmes smo ob prepihovanju z balonom Ar preko steklenega 
lija dodali Pd(PPh3)4 (enak dodatek kot prvič). Po 44 h smo ponovno razvili TLC. 
Po tem času je bilo v reakcijski zmesi precej manj izhodne spojine 4. Produkt 9 
smo izolirali s filtracijo preko keramične frite s celitom in filtrirnim papirjem. 
Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM, filtrat upareli, uparek pa v 
nadaljevanju ločevali na kromatografski koloni. Čistost izoliranega produkta 9 
smo preverili z NMR in UPLC (tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti), 
ki je pokazal, da tako izolirana spojina 9 ni čista (Slika 20). Izoliran uparek smo 
ponovno čistili na kromatografski koloni (izkoristek po čiščenju: 5 %). Po drugem 
čiščenju je bila spojina 9 precej bolj čista (Slika 21). 
 
 
Slika 20: UPLC kromatogram po 1. kromatografski koloni 





Slika 21: UPLC kromatogram po 2. kromatografski koloni 
Ker nas je zanimal potek pretvorbe, smo se v eksperimentu 7 odločili za 
spremljanje reakcije z UPLC. Zanimal nas je tudi vzrok za slabši izkoristek kljub 
manjšemu deležu izhodne spojine 4 v reakcijski zmesi pri podaljšanem času 
sinteze in ponovnem dodatku katalizatorja.  
 
Prvič smo za TLC in UPLC vzorčili po 19 h. TLC kromatogram je pokazal 
prisotnost izhodne spojine 4, produkta 9, estra borove kisline in katalizatorja v 
reakcijski zmesi. Na UPLC kromatogramu smo pri 3.36 min opazili kromatografski 
vrh za izhodno spojino 4, pri 4.55 min kromatografski vrh za produkt 9, ter še 
nekaj kromatografskih vrhov, ki jih nismo identificirali (Slika 22). V ohlajeno 
reakcijsko zmes smo ob prepihovanju z balonom Ar preko steklenega lija dodali 
Pd(PPh3)4 (enak dodatek kot prvič). Po 43 h smo ponovno vzorčili za TLC in 
UPLC. TLC kromatogram je bil podoben prvemu, vendar je bilo v reakcijski zmesi 
precej manj izhodne spojine 4. Tudi UPLC kromatogram je bil podoben prvemu. 
Pri 3.36 min se je močno zmanjšala površina kromatografskega vrha za izhodno 
spojino 4, pri 4.30 min pa se je povečala površina kromatografskega vrha, ki ga 
nismo identificirali. Kromatografski vrh, ki je prikazoval produkt 9, je ostal 
nespremenjen (Slika 23). Ugotovili smo, da podaljšan čas sinteze ne vpliva na 
nastajanje produkta 9. Glede na to da na UPLC kromatogramih s časom ni bilo 
sprememb pri nastajanju produkta 9, lahko slabši izkoristek pri sintezi s 
podaljšanim časom razložimo z izgubo vzorca zaradi dodatnega čiščenja na 
kromatografski koloni. Poleg tega smo s spremljanjem kinetike reakcije pokazali, 








Slika 22: UPLC kromatogram po 19 h 
 
 
Slika 23: UPLC kromatogram po 43 h 




Produkt smo izolirali s filtracijo preko keramične frite s celitom in filtrirnim 
papirjem. Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM, filtrat upareli ter uparek 




Slika 24: UPLC kromatogram uparka 
Vzporedno z eksperimentom 7, kjer smo potek reakcije spremljali dodatno z 
UPLC, smo izvedli dodaten poskus. V eksperimentu 8 smo preverili vpliv 
spremembe katalizatorja. Namesto Pd(PPh3)4 smo uporabili Pd(dppf)Cl2 x 
CH2Cl2, ki smo ga uporabili v eksperimentih 3 in 4. Kinetiko reakcije smo prav 
tako spremljali z UPLC. 
 
 
(4)                  (9) 
 




TLC kromatogram je po 19 h pokazal prisotnost izhodne spojine 4, produkta 9, 
estra borove kisline in katalizatorja v reakcijski zmesi. Na UPLC kromatogramu 
smo po 19 h pri 3.36 min opazili kromatografski vrh za izhodno spojino 4, pri 4.55 
min kromatografski vrh za produkt 9, ter še nekaj kromatografskih vrhov, ki jih 
nismo identificirali (Slika 25). V ohlajeno reakcijsko zmes smo ob prepihovanju z 
balonom Ar preko steklenega lija dodali Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 (enak dodatek kot 
prvič). Po 43 h smo ponovno vzorčili za TLC in UPLC. TLC kromatogram je 
pokazal, da v reakcijski zmesi ni več izhodne spojine 4, zmanjšala pa se je tudi 
količina produkta 9. Ostalih sprememb na TLC kromatogramu nismo opazili. 
UPLC kromatogram je potrdil rezultate TLC. Pri 3.36 skoraj ni bilo več 
kromatografskega vrha za izhodno spojino 4. Površina kromatografskega vrha, 
ki prikazuje produkt 9, se je tudi zmanjšala, povečali pa sta se površini 
kromatografskih vrhov pri 2.41 min in 4.85 min (Slika 26). Pojavil se je tudi nov 
kromatografski vrh pri 7.92 min. Ugotovili smo, da podaljšan čas sinteze vpliva 
na produkt 9, saj povzroča njegov razpad. Poleg tega smo pokazali, da se skoraj 
v celoti porabi izhodna spojina, vendar vzroka za to nismo pojasnili. 
 
 
Slika 25: UPLC kromatogram po 19 h 





Slika 26: UPLC kromatogram po 43 h 
Produkt 9 smo izolirali s filtracijo preko keramične frite s celitom in filtrirnim 
papirjem. Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM, filtrat upareli ter uparek 
vzorčili za UPLC (Slika 27). UPLC kromatogram je bil podoben kromatogramu na 
Sliki 26. 
 





Slika 27: UPLC kromatogram uparka 
Po primerjavi kromatogramov uparkov pri vzporednih eksperimentih 7 in 8 smo 
ugotovili, da oba uparka vsebujeta približno enak delež želenega produkta 9. Zato 
smo uparka ločevali skupaj na kromatografski koloni. Tako izoliran uparek je 
glede na TLC kromatogram izgledal čist (izkoristek po čiščenju: 13 %). Čistost 
izolirane trdne rdečeoranžne spojine 9 smo preverili z NMR in UPLC. NMR je 
pokazal dodatne signale poleg signalov za želen produkt 9. UPLC kromatogram 
pa je poleg kromatografskega vrha za produkt 9 pokazal še kromatografski vrh 
pri 4.93 min (Slika 28). (Opomba: Gre pravzaprav za vrh, ki je bil na prejšnjih 
UPLC kromatogramih eluiran pri 4.85 min, razlika je 0.8 min. To drži, saj se na 
tem UPLC kromatogramu pojavi vrh za produkt 9 pri 4.63 min, zamik prav tako 
za 0.8 min.) Nečistoto, ki jo predstavlja kromatografski vrh pri 4.93 min (oz. 4.85 
min), je pretežno vseboval uparek iz eksperimenta, kjer smo kot katalizator 
uporabili Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2. Nadalje želenega produkta 9 nismo čistili. 
 





Slika 28: UPLC kromatogram po čiščenju s kromatografsko kolono 
V eksperimentu 8 s katalizatorjem Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 smo glede na UPLC 
kromatogram ugotovili, da po 19 h nastane več produkta 9, kot v primerjavi z 
eksperimentom 7 s katalizatorjem Pd(PPh3)4. Razmerje med površinama 
kromatografskih vrhov izhodne spojine 4 in produkta 9 je bilo v prvem primeru 
enako 2 / 1, v drugem pa 3 / 1. Glede na omenjeno razmerje bi bilo smiselno 
ponoviti sintezo s katalizatorjem Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2, vendar s skrajšanim 
reakcijskim časom (19 h). Ker nam je težave pri čiščenju povzročala spojina pri 
4.93 min (oz. 4.85 min), ki se je v večji meri pojavila že po 19 h v okviru 
eksperimenta s katalizatorjem Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2, sinteze s skrajšanim časom 
reakcije nismo ponavljali. 
V eksperimentu 9 smo sintezo produkta 9 poskusili optimizirati z menjavo baze. 
Namesto Na2CO3 smo uporabili Et3N. 
 





(4)         (9) 
 
Po 17 h smo s TLC ugotovili, da reakcija poteka. V reakcijski zmesi je bila v večji 
meri prisotna izhodna spojina 4, produkta 9 pa je bilo zelo malo. Na TLC 
kromatogramu smo opazili nastanek stranskega produkta. V primerjavi s sintezo, 
kjer smo kot bazo uporabili Na2CO3, je bilo nezreagirane izhodne spojine 4 glede 
na TLC kromatogram dosti več, produkta 9 pa precej manj. Kljub temu reakcije 
nismo prekinili. V ohlajeno reakcijsko zmes smo ob prepihovanju z balonom Ar 
preko steklenega lija dodali Pd(PPh3)4 (enak dodatek kot prvič). Po 41 h smo 
ponovno razvili TLC. Po 41 h je bilo v reakcijski zmesi manj izhodne spojine 4, 
zelo malo produkta 9 in več stranskega produkta. V ohlajeno reakcijsko zmes 
smo ob prepihovanju z balonom Ar preko steklenega lija dodali Pd(PPh3)4 (enak 
dodatek kot prvič). Po 68 h smo ponovno razvili TLC kromatogram, ki je pokazal, 
da je izhodne spojine 4 zelo malo, želenega produkta 9 tudi, stranski produkt pa 
je še vedno nastajal. 
Čeprav smo spojino 9 sintetizirali z nizkim izkoristkom, smo dosegli osnovni cilj. 
Preko Suzukijeve reakcije pripajanja smo uspeli sintetizirali spojino z relativno 
kompleksno stransko verigo. Z eksperimenti smo pokazali, da je bila sinteza 
produkta 9 najučinkovitejša (izkoristek po čiščenju: 12 %) v eksperimentu 2, kjer 
smo reakcijo prekinili po 17 h, kot katalizator uporabili Pd(PPh3)4, kot bazo 
Na2CO3 ter mešanico topil toluen in etanol v razmerju 3 proti 1. 
  




3.2.8 Sinteza 2-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzonitrila in 8-metoksi-5-
nitrokinolina 
 
Tabela 4: Eksperimenti pri sintezi 2-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzonitrila (11) 
 Katalizator Baza Topilo Čas Izkoristek 
1 Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 Et3N iPrOH/H2O=2/1 40 h a 11 % b 
2 Pd(PPh3)4 Na2CO3 toluen/EtOH=3/1 47 h a 10 % b 
3 Pd(PPh3)4 Et3N toluen/EtOH=3/1 43 h a 21 % b 
a dodatek katalizatorja, b izkoristek po čiščenju 
 
V Tabeli 4 so povzeti eksperimenti pri sintezi 2-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-




 (4)        (11) 
 
V eksperimentu 1 smo želeli Suzukijevo reakcijo pripajanja izvesti po enakem 
postopku kot smo pripravili 8-metoksi-5-nitro-7-vinilkinolin (8) in 4-(8-metoksi-5-
nitrokinolin-7-il)benzaldehid (10).  
 
Potek reakcije smo spremljali s TLC. TLC kromatogram je po 16.5 h pokazal, da 
je v reakcijski zmesi prisotna izhodna spojina 4. Poleg tega smo na TLC ploščici 
opazili nastanek dveh produktov. TLC kromatogram, ki smo ga razvili po 19 h je 
bil podoben prvemu, zato smo v reakcijsko zmes ob prepihovanju z balonom Ar 
dodali katalizator Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 (enak dodatek kot prvič). 40 h po začetku 
sinteze smo ponovno razvili TLC kromatogram, ki je pokazal, da izhodne spojine 
4 ni več v reakcijski zmesi. Sledila je izolacija produktov s filtracijo preko 
keramične frite s celitom in filtrirnim papirjem, ki smo ju dodatno spirali z DCM. 
Filtrat smo koncentrirali v vakuumu do suhega preostanka, nato pa spojini ločili s 
kolonsko kromatografijo. Izolirani trdni oranžno obarvani spojini smo analizirali z 
NMR. Prva izolirana spojina je bil produkt 11 (izkoristek po čiščenju: 11 %), druga 
pa prevladujoč produkt pri reakciji 8-metoksi-5-nitrokinolin (12).  
 




Pretežno dobljen produkt 12:  
 
Pretežno sintetiziran produkt 12 nastane z zamenjavo C–Br vezi z vezjo C–H 
(hidrodehalogenacija). Hidrodehalogenacija je pogosto stranska reakcija pri 
reakcijah pripajanja, v katerih kot katalizator sodeluje paladijev katalizator. [33] 
V eksperimentu 2 smo sintezo poskusili optimizirati s sinteznim postopkom, s 
katerim smo pripravili (E)-etil 2-ciano-3-(4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-
il)fenil)akrilat (9).  
 
 (4)      (11) 
 
Po 23 h je TLC kromatogram pokazal, da reakcija poteka in da nastaja produkt, 
pri katerem je lisa na TLC ploščici nad liso za izhodno spojino 4. V reakcijski 
zmesi je bila sicer v večji meri prisotna izhodna spojina 4, zato smo vanjo ob 
prepihovanju z balonom Ar dodali katalizator Pd(PPh3)4 (enak dodatek kot prvič). 
Po 47 h izhodne spojine 4 ni bilo več v reakcijski zmesi. Reakcijo smo prekinili in 
reakcijsko zmes filtrirali preko keramične frite s celitom in filtrirnim papirjem. 
Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM, filtrat koncentrirali v vakuumu do 
suhega preostanka in produkt 11 čistili s kolonsko kromatografijo. S prvim 
čiščenjem na kromatografski koloni nam ni uspelo izolirati čist produkt 11, zato 
smo čiščenje ponovili (Slika 29). Po drugi kromatografski koloni nam je uspelo 
izolirati čist produkt 11 (izkoristek po čiščenju: 10 %) (Slika 30).  
 





Slika 29: UPLC kromatogram po 1. kromatografski koloni 
 
Slika 30: UPLC kromatogram po 2. kromatografski koloni 
  




V eksperimentu 3 smo želeli optimizirati sintezni postopek v eksperimentu 2 z 
menjavo baze. Namesto Na2CO3 smo uporabili Et3N. 
 
 (4)      (11) 
 
Po 17 h je TLC kromatogram pokazal, da reakcija poteka, v reakcijski zmesi pa 
sta prisotna tako izhodna spojina 4 kot produkt 11. V reakcijsko zmes smo ob 
prepihovanju z balonom Ar dodali katalizator Pd(PPh3)4 (enak dodatek kot prvič). 
Po 43 h je TLC kromatogram pokazal, da je v reakcijski zmesi neka manjša 
količina izhodne spojine 4, večinoma pa produkt 11. Reakcijsko zmes smo filtrirali 
preko keramične frite s celitom in filtrirnim papirjem. Preostanek na keramični friti 
smo spirali z DCM, filtrat koncentrirali v vakuumu do suhega preostanka in 
produkt 11 čistili s kolonsko kromatografijo (izkoristek po čiščenju: 21 %). 
3.2.9 Sinteza 3-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzonitrila in 8-metoksi-5-
nitrokinolina 
 
 (4)       (13) 
 
Potek reakcije smo spremljali s TLC. TLC kromatogram po 19 h je pokazal, da 
izhodne spojine 4 ni več v reakcijski zmesi. Poleg produkta 13 je pri reakciji 
nastala še neka nečistota, ki je nismo identificirali. Sledila je filtracija reakcijske 
zmesi preko keramične frite s celitom in filtrirnim papirjem. Preostanek na 
keramični friti smo spirali z DCM, filtrat koncentrirali v vakuumu do suhega 
preostanka ter dodatno sušili na vakuumski črpalki. Produkt 13 smo čistili s 
kolonsko kromatografijo (izkoristek po čiščenju: 60 %). 




3.2.10 Sinteza 4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzonitrila in 8-metoksi-5-
nitrokinolina 
 
 (4)       (14) 
 
Potek reakcije smo spremljali s TLC. Po 17 h v reakcijski zmesi ni bilo več izhodne 
spojine 4, temveč večinoma produkt 14. Reakcijsko zmes smo filtrirali preko 
keramične frite s celitom in filtrirnim papirjem. Preostanek na keramični friti smo 
spirali večkrat, ker je bil produkt 14 slabše topen. Filtrat smo koncentrirali v 
vakuumu do suhega preostanka, ki smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki. 
Produkt 14 smo očistili s kolonsko kromatografijo (izkoristek po čiščenju: 67 %). 
3.2.11 Sinteza (E)-7-(4-fluorostiril)-8-metoksi-5-nitrokinolin 
 
 (4)        (15) 
 
Potek reakcije smo spremljali s TLC. Po 17 h je TLC kromatogram pokazal, da v 
reakcijski zmesi ni več izhodne spojine 4. Produkt 15 smo izolirali s filtracijo 
reakcijske zmesi preko keramične frite s celitom in filtrirnim papirjem. Preostanek 
na keramični friti smo večkrat spirali z DCM, ker je bil produkt 15 slabše topen. 
Filtrat smo koncentrirali v vakuumu do suhega preostanka in dodatno sušili na 
vakuumski črpalki. Tako izoliran surov produkt 15 smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (izkoristek po čiščenju: 87 %).  
 




Produkt 15 v strukturi vsebuje dvojno vez. Pri poskusu te sintezne poti voda kot 
topilo pri reakciji ni motila poteka reakcije. Razlog za to je stabilnejša dvojna vez 
v primerjavi s spojino 9. 
3.3 Encimski testi 
3.3.1 Preliminarni testi 
Tabela 5: Združeni rezultati preliminarnih encimskih testov  
Spojina  vi (katepsin B)* 
[RFU/s] 
vi (katepsin L)** 
[RFU/s] 
brez spojine  v0 = 5.0860 RFU/s v0 = 8.1260 RFU/s 
1 2.6459 3.0264 
3 4.0052 7.0350 
4 2.1823 3.3045 
5 2.8777 5.7959 
6 0.5648 1.1640 
7 2.2085 3.1457 
8 1.7754 2.7185 
9 0.5440 3.1097 
10 0.6812 33.7489 
11 0.2870 1.3670 
12 1.9807 3.6173 
13 0.9864 5.7639 
14 2.0540 5.2053 
15 2.1748 32.7130 
* Z-FR-AMC (10 µM), spojine 1-15 (100 µM)   
** Z-LR-AMC (4 µM), spojine 1-15 (100 µM)   
 
Preliminarni testi za človeški katepsin B so pokazali, da so bile testirane spojine 
inhibitorji katepsina B (Tabela 5). Pri pregledovanju hitrosti encimskih reakcij (vi) 
se je izkazalo, da so bile vse spojine razen spojin 3 (4.0052 RFU/s) in 5 (2.8777 
RFU/s) boljši inhibitorji kot referenčni inhibitor nitroksolin (1) (2.6459 RFU/s). Pri 
spojinah 9 in 15 morda nismo dobili realnih rezultatov, saj je bila po končani 
meritvi v kiveti prisotna oborina.  
 
Pri človeškem katepsinu L se je pri preliminarnih testih glede na Tabelo 5 
izkazalo, da so tri spojine (spojina 6 1.1640 RFU/s, spojina 8 2.7185 RFU/s ter 
spojina 11 1.3670 RFU/s) boljši inhibitorji kot nitroksolin (1) (3.0264 RFU/s). Dve 




spojini nista inhibirali katepsina L (spojina 10 33.7489 RFU/s, spojina 15 32.7130 
RFU/s). Preostale spojine so inhibirale katepsin L, vendar je bila inhibicija slabša 
kot pri nitroksolinu (1). Pri spojini 15 morda nismo dobili realnih rezultatov, saj je 
bila po končani meritvi v kiveti prisotna oborina. 
 
Glede na zgornji razlagi lahko ugotovimo, da testirane spojine niso bile najbolj 
selektivne, saj so inhibirale tako katepsin B kot tudi katepsin L. Izjema sta spojini 
10 in 15, ki katepsina L nista inhibirali. Inhibicija je bila na splošno v primeru 
katepsina L večinoma slabša. 
3.3.2 Titracijske krivulje in določene IC50 vrednosti 
Tabela 6: Združeni rezultati molekulskega sidranja in encimskih testov – razvrščeni od najnižje do 
najvišje IC50 vrednosti 
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110 + 12 
 
* nismo mogli izračunati 
 
Rezultate smo med seboj primerjali glede na referenčni inhibitor, tj. nitroksolin (1) 
(Tabela 6). Določena IC50 vrednost za nitroksolin (1) je bila 48 + 8 µM. Spojina 
12 je imela metilno zaščitno skupino na hidroksi skupini nitroksolina (1). Izkazalo 
se je, da je k strukturi nitroksolina (1) dodana metilna skupina občutno zmanjšala 
inhibicijo katepsina B. Določena IC50 vrednost za spojino 12 je znašala 76 + 10 
µM. Rezultati molekulskega sidranja so na drugi strani pri obeh spojinah pokazali 
zelo podoben rezultat, pri spojini 1 je bil Glide Score -5.389 kcal/mol in pri spojini 
12 -5.453 kcal/mol. 
 
Tudi pri spojinah 3 in 4 sta bili vrednosti Glide Score zelo podobni vrednosti pri 
nitroksolinu (1) (spojina 3 -5.124 kcal/mol, spojina 4 -4.974 kcal/mol). Spojina 3 
se je od nitroksolina (1) razlikovala v tem, da je imela na mestu 7 substituiran 
brom. Zamenjava broma z vodikom ni imela velikega vpliva na določeno IC50 
vrednost (43 + 6 µM). Podobno velja za spojino 4, ki je imela metilno zaščitno 




skupino na mestu 8, na mestu 7 pa substituiran brom. Dodatna metilna skupina 
ni imela enakega vpliva na IC50 vrednost kot npr. spojina 12. IC50 Vrednost za 
spojino 4 je bila enaka 44 + 4 µM. 
 
Spojina 5 je imela na mestu 8 na hidroksi skupino nitroksolina (1) vezano alilno 
skupino. Glide Score za spojino 5 je znašal -5.078 kcal/mol, IC50 vrednost pa 99 
+ 11 µM. Iz podatkov lahko ugotovimo, da pri rezultatu molekulskega sidranja v 
primerjavi z nitroksolinom (1) ni bilo večjih razlik. IC50 Vrednost pa je bila dosti 
večja od vrednosti pri nitroksolinu (1) ter večja od vrednosti za spojino 12, kjer je 
bila na mestu 8 substituirana metilna skupina. Iz rezultatov encimskih testov 
lahko ugotovimo, da večji substituent v strukturi nitroksolina (1) na mestu 8 
zmanjša inhibicijo encima katepsin B.  
 
Pretvorba spojine 5 je vodila v spojino 6. Pri pretvorbi je šlo za premestitev alilne 
skupine, kar pomeni, da je bila hidroksi skupina na mestu 8 ponovno prosta. 
Molekulsko sidranje Glide je kot rezultat poskusa podalo podobno vrednost Glide 
Score (-5.464 kcal/mol), tako v primerjavi s spojino 5, kot tudi z nitroksolinom (1). 
Podobni sta si bili tudi vrednosti MM-GBSA dG Bind, ki smo ju dobili kot rezultat 
vzpostavitve kovalentne povezave med ligandom in encimom (spojina 5 -45.308 
kcal/mol, spojina 6 -40.109 kcal/mol). S titracijsko krivuljo smo za spojino 6 
določili IC50 vrednost, ki je bila veliko nižja (2.3 + 0.3 µM) kot pri spojini 5. Z 
encimskimi testi smo preverili tudi spojino 7, ki se je od spojine 6 razlikovala v 
tem, da je bila hidroksi skupina zaščitena z metilno skupino. Glede na rezultate 
računalniške simulacije molekulskega sidranja Glide (Glide Score  -5.547 
kcal/mol) in kovalentnega molekulskega sidranja (MM-GBSA dG Bind -40.993 
kcal/mol) nismo opazili posebnih razlik v primerjavi z nitroksolinom (1) in spojino 
6. Z encimskimi testi pa smo za spojino 7 določili precej večjo vrednost IC50 (110 
+ 12 µM). S spojinama 5 in 7 smo še dodatno dokazali, da substituent vezan na 
mestu 8 v strukturi nitroksolina (1) zmanjša inhibicijo encima katepsin B. Pokazali 
smo tudi, da je prosta hidroksi skupina na mestu 8 pomembna pri inhibiciji 
katepsina B, kar je znano tudi iz literaturnih podatkov. Predvidevajo, da je hidroksi 
skupina pomembna predvsem zato, ker vpliva na povečano topnost spojine. [2] 
Spojine, ki so imele na mestu 8 zaščiteno hidroksi skupino smo kljub literaturnim 
podatkom testirali, saj so v okviru računalniških simulacij dale energijsko 
ugodnejše rezultate od referenčnih spojin. 
 
Spojina 8 je bila strukturno podobna spojini 7. Razlika med spojinama je bila na 
mestu 7, kjer je bila pri spojini 8 vinilna skupina namesto alilne, ki je prisotna v 
strukturi spojine 7. Tako rezultat molekulskega sidranja Glide (Glide Score -5.377 
kcal/mol), kot tudi rezultat kovalentnega molekulskega sidranja liganda 8 (MM-
GBSA dG Bind -40.394 kcal/mol) sta zelo podobna vrednostma pri spojini 7. 




Vrednost IC50 je za spojino 8 enaka 64 + 7 µM in je v primerjavi z vrednostjo za 
spojino 7 dosti nižja, v primerjavi z nitroksolinom (1) pa večja.  
 
Spojina 9 je imela najmanjšo vrednost MM-GBSA dG Bind (-60.660 kcal/mol). 
Strukturno je omogočala več povezav s cisteinskim aminokislinskim ostankom, 
Cys29. S titracijsko krivuljo smo ji določili vrednost IC50 8.8 + 1.6 µM. Vrednost 
IC50 spojine 9 je bila med najmanjšimi določenimi IC50 vrednostmi, kar pomeni, 
da so se encimski testi in računalniška simulacija v tem primeru dobro ujemali. 
Pri enem izmed poskusov optimizacije sinteze spojine 9 smo sintetizirali spojino 
10, ki smo jo tudi testirali. Vrednost MM-GBSA dG Bind za to spojino je bila enaka 
-59.700 kcal/mol, torej je bila približno enaka vrednosti za spojino 9. Izračunana 
vrednost Glide Score za spojino 10 je bila -4.292 kcal/mol, torej malo nižja od 
vrednosti za nitroksolin (1). Spojina 10 v primerjavi s spojino 9 ni imela tako nizke 
IC50 vrednosti (21 + 2 µM), v primerjavi z vrednostjo pri nitroksolinu (1) pa je imela 
nižjo IC50 vrednost. 
 
Spojina 14 je bila strukturno podobna spojini 10. Spojini sta se razlikovali v 
funkcionalni skupini na mestu para na benzenovem obroču, ki je bil na mestu 7 
vezan na nitroksolinski obroč z metoksi skupino na mestu 8. Spojina 10 je bila 
pravzaprav karbaldehid (karbonilna skupina na para mestu), spojina 14 pa je 
imela na para mestu ciano skupino. Za obe omenjeni skupini je značilno, da imata 
elektrofilen ogljik, ki ga napadejo nukleofili, kot npr. v našem primeru tiolna 
skupina aminokislinskega ostanka Cys29. Računalniško smo spojini 14 izračunali 
vrednost Glide Score -4.191 kcal/mol, ki je zelo podobna vrednosti za spojino 10. 
Izpostavljeni spojini sta imeli podobno tudi MM-GBSA dG Bind vrednost. Spojina 
14 je imela malo večjo vrednost (-50.854 kcal/mol). S titracijsko krivuljo smo 
ugotovili, da je v praksi pravzaprav rezultat obraten. Izkazalo se je, da je IC50 
vrednost za spojino 14 nižja (12 + 1 µM) od IC50 vrednosti za spojine 10.  
 
Testirali smo tudi regioizomera spojine 14 – spojino 11, ki je imela ciano skupino 
na orto mestu, in spojino 13 s ciano skupino na meta mestu. Primerjanim 
spojinam smo določili podobne IC50 vrednosti. Najboljši rezultat med njimi je 
imela spojina 11 (8.5 + 1.0 µM), nato spojina 14 in na koncu spojina 13 (16 + 2 
µM). Vse tri vrednosti so zelo primerljive. Tudi vrednosti Glide Score so bile med 
seboj zelo primerljive (spojina 11 -4.641 kcal/mol, spojina 13 -4.654 kcal/mol). 
Nekaj več razlik je bilo pri vrednostih MM-GBSA dG Bind, vendar še vedno ni šlo 
za večje spremembe (spojina 11 -44.373 kcal/mol, spojina 13 -52.544 kcal/mol). 
Zanimivo je, da se je vrstni red učinkovitejše inhibicije glede na računalniško 
simulacijo in encimske teste zamenjal. Kot najučinkovitejši potencialni inhibitor v 
trojici se je izkazala spojina 11, ki je računalniško dala najslabši rezultat. Kot 
najmanj učinkovita spojina pa spojina 13, za katero je program Schrödinger 2017-
4 podal najboljši rezultat. 





Spojina 15 je imela vrednost IC50 enako 22 + 4 µM. Določena vrednost je 
primerljiva z IC50 vrednostjo za spojino 10. Rezultat za omenjeno spojino ni bil 
najboljši, vendar je bila IC50 vrednost še vedno nižja od vrednosti pri nitroksolinu 
(1). Glide Score za spojino 15 (-4.516 kcal/mol) je bil primerljiv z vrednostjo za 
spojino 10, medtem ko je bila vrednost MM-GBSA dG Bind večja (-47.010 
kcal/mol) v primerjavi s spojino 10. 
3.3.2.1 Povzetek ugotovitev 
Ugotovili smo, da zaščitena hidroksi skupina na mestu 8 v strukturi nitroksolina 
(1) zmanjšuje inhibitorni vpliv na katepsin B. V okviru testiranih spojin smo 
pokazali, da večji substituent na mestu 8 v večji meri onemogoča vezavo v 
aktivno mesto.  
 
Iz rezultatov smo lahko tudi razbrali, da so vse testirane spojine s ciano skupino 
učinkoviteje inhibirale katepsin B v primerjavi z nitroksolinom (1). To lahko 
podpremo tudi z literaturnimi podatki, v katerih se omenja, da so spojine, ki imajo 
prisotno ciano skupino, zanimive za cisteinske katepsine zaradi možnih 
reverzibilnih kovalentnih interakcij s tiolno skupino v encimskem vezavnem mestu 
ter nizke reaktivnosti glede na druge celične nukleofile. [5] Poleg tega pa tudi 
znan izboljšan inhibitor 2, ki smo ga v računalniški simulaciji vzeli kot referenčno 
spojino v svoji strukturi vsebuje ciano skupino. 
3.3.2.2 Primerjava rezultatov s preliminarnimi testi na katepsinu B 
Pri primerjavi rezultatov preliminarnih testov (vi) ter določenih IC50 vrednosti, 
lahko ugotovimo, da smo z IC50 vrednostmi v večji meri potrdili rezultate 
preliminarnih testov. Večje razlike v rezultatih so se pojavile pri spojini 3, ki se je 
po preliminarnih testih izkazala kot slabši inhibitor kot nitroksolin (1) (spojina 1 
2.6459 RFU/s, spojina 3 4.0052 RFU/s), IC50 vrednosti pa sta bili po titracijskih 
krivuljah primerljivi (spojina 1 48.23 + 7.876 µM, spojina 3 43.19 + 5.997 µM). Do 
odstopanja je prišlo tudi pri spojinah 7, 8 in 12. Omenjene tri spojine so se glede 
na preliminarne teste izkazale kot boljši inhibitorji od nitroksolina (1) (spojina 7 
2.2085 RFU/s, spojina 8 1.7754 RFU/s, spojina 12 1.9807 RFU/s). Določene IC50 
vrednosti so pokazale, da to ne drži (spojina 7 110.2 + 12.39 µM, spojina 8 64.25 
+ 7.481 µM, spojina 12 76.11 + 10.35 µM). 




3.3.2.3 Primerjava rezultatov s preliminarnimi testi na katepsinu L 
Glede na rezultate preliminarnih testov na katepsinu L in rezultate titracijskih 
krivulj na katepsinu B lahko ugotovimo, da spojini 6 in 11 zaradi neselektivnosti 
nista dobri kandidatki za inhibicijo encima katepsin B. V primerjavi z njima sta 
spojini 10 in 15 boljši kandidatki za nadaljnjo raziskavo, saj sta se izkazali kot bolj 
selektivni.  
3.3.2.4 Možnosti za nadaljnje raziskovanje 
Določene IC50 vrednosti za obravnavane spojine nam predstavljajo okvir za 
nadaljnje delo. Če bi želeli bolj natančno preveriti način inhibicije oz. vezavo 
potencialnega inhibitorja v vezavno mesto encima (kovalentno oz. preko 
neveznih interakcij), bi morali opraviti dodatne teste oz. meritve v daljšem 
časovnem intervalu. Več bi nam npr. povedala konstanta inhibicije, ki bi jo lahko 
določili s tremi titracijskimi krivuljami za eno spojino. V okviru titracijskih krivulj bi 
vse potekalo podobno, kot je opisano v eksperimentalnem delu encimskih testov. 
Spojine bi testirali pri treh različnih koncentracijah substrata. To pomeni, da bi 
posamezno titracijsko krivuljo izvajali ves čas z enako koncentracijo substrata, 
meritve pa bi izvajali pri različnih koncentracijah inhibitorja.  
 
Ker ima katepsin B dve aktivnosti delovanja, bi bilo poleg endopeptidazne 
aktivnosti smotrno preveriti tudi eksopeptidazno aktivnost. Pri tem bi morali 
meritve izvesti v pufru s pH vrednostjo okoli 5 in v pristnosti drugega 
fluorescenčnega substrata. Na ta način bi lahko še dodatno poleg preliminarnih 
testov s katepsinom L preverili selektivnost sintetiziranih spojin. 
 




4 Eksperimentalni del 
4.1 Molekulsko sidranje 
4.1.1 Eksperimentalni del 
Eksperimentalni del smo izvedli v programu Schrödinger 2017-4. V njem smo v 
vmesniku Maestro v zavihku »Tasks« izbirali med različnimi programskimi orodji, 
v zavihku »Jobs« spremljali potek računalniških simulacij ter v zavihku »Project 
Table« pregledovali rezultate po izvršitvi ukazov v posameznem programskem 
orodju.  
4.1.1.1 Priprava ligandov 
V programu ChemDraw smo izrisali strukture spojin, ki smo jih shranili v formatu 
SMILES (.smi) in Chem3D XML (.c3xml). Ena izmed izrisanih struktur je bila 
zdravilna učinkovina nitroksolin (1) (Slika 31). Med strukture smo uvrstili tudi 
najučinkovitejši 7-substituirani nitroksolinski inhibitor (2), za katerega so v 
preteklih raziskavah z encimskimi testi dokazali izboljšano inhibicijo katepsina B 
kot v primeru nitroksolina (1) (Slika 32). Izpostavljeni spojini sta imeli vlogo 
referenčnih ligandov. Ostale derivate nitroksolina (1) smo načrtovali sami. Med 
njimi so se znašle predvsem spojine po vzoru izboljšanega inhibitorja 2, ki so 
imele na mestu 7 delno elektrofilno stransko verigo. 
 
 
Slika 31: Nitroksolin (1) 
 
Slika 32: Izboljšan 7-nitroksolinski inhibitor (2) 
Ligande, ki so bili shranjeni v formatu .smi, smo uvozili v program Schrödinger 
2017-4 z vmesnikom Maestro, v katerem smo v zavihku »File« izbrali »Import 




Structures«. Nato smo jih s programskim orodjem »LigPrep« z ukazom ligprep v 
polju sil OPLS3 pri nastavljenem pH 7.0 pretvorili iz 2D v 3D strukture, saj so 3D 
strukture nujne za nadaljnje molekulsko sidranje (Slika 33). »LigPrep« lahko 
generira več 3D struktur, vendar so nekatere ugodnejše od drugih, kar nam pove 
»State Penalty« oz. »Ionisation Penalty«. Slednje si lahko ogledamo v vmesniku 
Maestro v zavihku »Project Table«. Pri molekulskem sidranju smo uporabili 
energijsko najbolj ugodne strukture. 
 
Slika 33: Pretvorba strukture iz 2D v 3D 
4.1.1.2 Priprava proteina 
Iz PDB (»Protein Data Bank«) smo preko vmesnika Maestro v zavihku »File« 
izbrali »Get PDB…« ter tako v program uvozili kristalno strukturo katepsina B z 
vezanim nitroksolinom (1) (PDB 3AI8). 3D struktura izbranega kompleksa encima 
z ligandom je bila določena z XRD z ločljivostjo 2.11 Å. [34] 
 
Sledila je priprava proteina s programskim orodjem »Protein Preparation 
Wizard«, saj struktura proteina iz PDB ne vsebuje vseh informacij, ki so v 
nadaljevanju pomembne za molekulsko sidranje. Strukturi proteina smo v okviru 
predpriprave proteina s programskim orodjem v zavihku »Import and Process« 
dodali vodikove atome, morebitne manjkajoče stranske verige, izbrisali molekule 
vode ter generirali ugodna nabita stanja (delne naboje) s posnemanjem 
eksperimentalnih pogojev (pH 7.0). Zatem smo katepsin B, ki je sestavljen iz dveh 
monomernih enot – verige A in B, v zavihku »Review and Modify« dodatno 
modificirali. Izbrisali smo monomerno enoto A. Verigo B smo v zavihku »Refine« 
optimizirali tako, da smo nastavili pH na vrednost 7.0. Energijsko minimizacijo 
smo v istem zavihku izvedli s pomočjo polja sil OPLS3 in RMSD nastavili na 0.3 
Å. Na ta način so se lahko popravili morebitni prekriti atomi in izboljšale povezave 
preko vodikovih vezi. V fazi priprave proteina je bil ligand vseskozi vezan v encim 
(Slika 34).  
 





Slika 34: Priprava proteina 
4.1.1.3 Priprava vezavnega mesta v proteinu 
Vezavno mesto liganda v receptorju smo določili s programskim orodjem 
»Receptor Grid Generation«, s katerim smo v vmesniku Maestro z dvoklikom na 
ligand, ki je bil že vezan v receptor, in ukazom glide-grid generirali mrežo za 
molekulsko sidranje. Generirana mreža je bila v obliki kocke. Njenih dimenzij 
nismo dodatno spreminjali. Ligand je bil iz generirane mreže izključen (Slika 35). 
 





Slika 35: Priprava vezavnega mesta v proteinu 
4.1.1.4 Molekulsko sidranje Glide 
V programskem orodju »Ligand Docking« smo izvedli molekulsko sidranje 
pripravljenih 3D ligandov v generirano vezavno mesto z ukazom glide-dock. Po 
izvršitvi ukaza smo v zavihku »Project Table« primerjali proste energije vezanja 
ligandov z Glide Score. V vmesniku Maestro smo v orodni vrstici izbrali »Ligand 
Interaction Diagram« ter tako tudi preverili 2D interakcijske diagrame ligandov po 
njihovi vezavi v aktivno mesto encima katepsin B.  
4.1.1.5 Kovalentno molekulsko sidranje 
S programskim orodjem »Covalent Docking« smo najprej pripravili predhodno 
optimizirano strukturo proteina oz. receptorja. Označili smo reaktivni 
aminokislinski ostanek Cys29. Nato smo s klikom na ligand generirali mreži v 
obliki kocke. Okoli liganda je bila generirana zeleno obarvana mreža in okrog nje 
vijolično obarvana mreža. Vijolično obarvana generirana mreža je vključevala 
ligand in reaktiven aminokislinski ostanek Cys29. Njunih dimenzij nismo dodatno 
spreminjali. V programskem orodju smo v zavihku »Receptor« dodatno označili, 
naj bodo ligandi, ki jih bomo kovalentno vezali v receptor podobnih velikosti kot v 
začetku vezan (kokristaliziran) ligand (Slika 36). 
 





Slika 36: Priprava vezavnega mesta v encimu na kovalentno molekulsko sidranje 
V zavihku »Reaction Type« je sledila določitev tipa reakcije med aminokislinskim 
ostankom Cys29 in reaktivnim mestom liganda. Nekateri tipi reakcij so bili v 
programu že zapisani in smo med njimi lahko izbirali, ostale pa smo naknadno 
ročno vnesli v program. Pri vsakem tipu reakcije so bila v obliki SMARTS 
zapisana reaktivna mesta ligandov, ki bi lahko reagirala na izbran način (Tabela 
7). Pri določevanju tipa reakcije je program sam zaznal število veznih mest, ki bi 
lahko reagirala z izbrano reakcijo. Npr. v spojinah, ki so imele v strukturi dvojno 
vez, bi reakcija teoretično lahko potekla na dveh mestih, čeprav vemo, da bi 
reakcija pravzaprav prednostno potekala na enem mestu.  
 
Tip reakcije SMARTS zapis liganda 
Michaelova adicija [C,c]=[C,c]-[C,c,S,s]=[O] 
Nukleofilna adicija na dvojno vez C=O ali 
C=S  
[C,c]=[O,S] 
Nukleofilna adicija na dvojno vez C=C [C,c]=[C,c] 
Konjugativna adicija na dvojno vez C=C 
(aktivirana s ciano skupino) 
[C,c]=[C,c]-[C,c]#[N,n] 
Nukleofilna adicija na ciano skupino [C]#[N] 
Odpiranje epoksidnega obroča [C;r3][O;r3][C;r3] 
Nukleofilna substitucija [*][F,Cl,Br,I] 
Tabela 7: Tip reakcije in ustrezen SMARTS zapis liganda za potek izbrane reakcije 




V zadnjem koraku smo v zavihku »Docking« določili način kovalentne povezave 
oz. temeljito napoved poze liganda v encimu. Označili smo radij minimizacije 3.0 
Å. Poleg tega smo znotraj programskega orodja označili, naj bodo prikazani 
rezultati MM-GBSA dG Bind ter naj bo za vsak ligand prikazanih 10 različnih poz 
kovalentne vezave z aminokislinskim ostankom Cys29 katepsina B. Kovalentno 
molekulsko sidranje smo izvedli z ukazom covalent_docking. Rezultate 
računalniške simulacije smo preverili v zavihku »Project Table«. Za vsako izmed 
10 poz je bila izračunana vrednost MM-GBSA dG Bind. Vrednosti MM-GBSA dG 
Bind so bile med seboj primerljive, v Tabeli 8 (str. 65–67) so zapisane najnižje 
vrednosti za posamezen ligand. Če je ligand vseboval več veznih mest, ki bi lahko 
reagirala na enak način, je bilo za vsako vezno mesto prikazanih 10 različnih poz 
kovalentne povezave z encimom oz. MM-GBSA dG Bind vrednosti. Npr. v 
spojinah z dvojno vezjo, smo kot rezultat dobili 20 različnih MM-GBSA dG Bind 
vrednosti. V vmesniku Maestro smo v orodni vrstici izbrali »Ligand Interaction 
Diagram« ter tako tudi preverili 2D interakcijske diagrame ligandov po njihovi 





Pri molekulskem sidranju Glide se vzpostavijo nekovaletne povezave med 
ligandom in receptorjem. Izvedba eksperimentov v povezavi z molekulskim 
sidranjem Glide je bila hitra. Eksperiment je trajal le nekaj minut, poleg tega pa 
smo lahko testirali več spojin hkrati. Eksperimente, pri katerih smo vzpostavili 
kovalentno vez med receptorjem in ligandom, smo izvajali za vsak ligand 
posebej. Simulacija kovalentne povezave je trajala od 30 min do 2 h. Čas 
eksperimenta je bil odvisen od števila različnih veznih mest v strukturi spojine, ki 
so se lahko po enaki reakcijski poti kovalentno povezala z aminokislinskim 
ostankom Cys29. 
4.1.2 Rezultati  
Izračunane vrednosti Glide Score in MM-GBSA dG Bind smo pridobili v zavihku 
»Project Table« (Tabela 8). 
 
  




Tabela 8: Rezultati Glide Score in MM-GBSA dG Bind 
Spojina  Glide Score 
[kcal/mol] 






























































































































* nismo mogli izračunati 
4.2 Sinteza potencialnih inhibitorjev 
4.2.1 Splošno  
Tehtali smo na digitalni tehtnici SARTORIUS AG GERMANY (CPA6202S) in 
analitski digitalni tehtnici RADWAG Wagi Elektroniczne (XA 101.R2). Reagenti in 
topila, ki smo jih uporabili pri organskih sintezah, so bili komercialno dostopni in 
jih nismo dodatno čistili. Reakcije smo zasledovali s TLC z uporabo 
kromatografskih plošč Merck TLC Silica gel 60 F254 in UV z žarnicama, ki sta 
svetili pri valovnih dolžinah 254 nm in 365 nm. Pri čiščenju produktov s kolonsko 
kromatografijo smo kot stacionarno fazo uporabili silikagel (velikost delcev: 40 – 
75 μm, Silikagel MB Silica). Nekatere reakcije smo spremljali tudi s tekočinsko 
kromatografijo ultra visoke ločljivosti (UPLC) na inštrumentu UHPLC (Waters, 
Acquity, UPLC), s kolono Phenomenex Luna C18(2) (100 Å, 150 mm, 4.6 mm). 
Z UPLC smo preverili tudi čistost končnih spojin in določili retencijske čase za 
posamezno spojino (pod enakimi kromatografskimi pogoji kot za spremljanje 
kinetike reakcijskih pretvorb).  
 
Tališča spojin so bila izmerjena z mikroskopom Leica Galen III z ogrevalno mizico 
(Koflerjev mikroskop). Vrednosti izmerjenih/določenih tališč so nekorigirane. 1H 
NMR in 13C NMR spektri so bili posneti z Bruker Avance III 500 MHz 




spektrometrom. 1H NMR spektri so bili snemani pri 500 MHz, 13C NMR pri 125 
MHz. Kot topilo smo uporabili DMSO-d6 ali CDCl3. 1H NMR in 13C NMR spektri 
so umerjeni glede na referenčno vrednost kemijskega premika DMSO-d6 (pri 1H 
NMR 2.500 ppm, pri 13C NMR 39.520 ppm) in CDCl3 (pri 1H NMR 7.260 ppm, pri 
13C NMR 77.160 ppm). Kemijski premiki δ so izraženi v ppm. Zapisi signalov so 
podani po sledečem vrstnem redu: kemijski premik (multipliciteta, sklopitvena 
konstanta v Hz, število integriranih protonov). IR spektri so bili posneli s FT – IR 
spektrometrom Bruker Alpha Platinium – ATR, valovna števila so podana v cm-1. 
HRMS spektri so bili posneti na Agilent 6224 Accurate Mass TOF LC-MS 
inštrumentu. Masni spektri poleg kromatogramov tekočinske kromatografije so 
bili posneti z LC-MS (Thermo Scientific, TSQ Quantum Access Max, Ultimate 
3000; Thermo Scientific, UHPLC focused, Dionex Ultimate 3000). Uporabljena je 
bila kolona Purospher Star RP-18 endcaped (2 μm, 100 mm, 2.1 mm), Merc. 
4.2.2 Nitroksolin [35]  
 
     (1) 
 
Trdna rumeno obarvana spojina 1 je bila izhodna spojina za nadaljnje produkte. 
 
Ttal: (182.1 – 183.3) °C (v literaturi Ttal: (178 – 179.5) °C [35]) 
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.10 (dd, J1 = 8.8 Hz, J2 = 1.5 Hz, 1H), 8.98 (dd, 
J1 = 4.1 Hz, J2 = 1.6 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.84 (dd, J1 = 8.9 Hz, J2 = 
4.1 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.8 Hz, 1H). 
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 160.68, 149.17, 137.27, 135.04, 132.40, 
129.09, 125.23, 122.53, 110.01. 
 
IR (cm-1): 3168, 3102, 1625, 1570, 1500, 1470, 1416, 1374, 1339, 1313, 1279, 
1190, 1151, 987, 839, 815, 792, 740, 723, 644, 607. 
 
UPLC: r.t. 3.81 min. 
  




4.2.3 Sinteza 7-bromo-8-hidroksi-5-nitrokinolina 
 
     (1)             (3) 
 
Spojino 3 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [36] V 500 mL bučko 
smo dali magnetno mešalo, zatehtali nitroksolin (1) (5.00 g, 26.3 mmol) ter dodali 
THF (160 mL). Ob mešanju na sobni temperaturi se je izhodna spojina 1 v celoti 
raztopila, raztopina je bila obarvana živo rumeno. Sledil je dodatek NBS (4.92 g, 
27.6 mmol), ob dodatku se je raztopina obarvala živo oranžno. Nato smo v 
reakcijsko zmes dodali H2SO4 (0.15 mL, 2.95 mmol, z injekcijo). Po dodatku 
katalitske količine H2SO4 je takoj nastala oranžno obarvana suspenzija, ki smo jo 
nato 90 min mešali pri sobni temperaturi. Suspenzija se je tekom mešanja precej 
zbistrila. Po 90 min smo suspenzijo med mešanjem previdno prelili v 1000 mL 
čašo z demi vodo (500 mL) in oborino filtrirali preko keramične frite v 1000 mL 
presesalno bučo. Filtracija je potekala počasi. Produkt 3 v petrijevki smo čez noč 
sušili v vakuumskem sušilniku pri 40 °C. Trden oranžno obarvan produkt 3 je 
tehtal 6.53 g (izkoristek po izolaciji: 92 %). 
 
Ttal: (196.3 – 198.1) °C (v literaturi Ttal: (198 – 200) °C [36]) 
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.29 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.95 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 
8.68 (s, 1H), 7.95 (dd, J1 = 8.9 Hz, J2 = 4.4 Hz, 1H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 159.87, 147.19, 135.57, 135.19, 132.31, 
131.42, 125.47, 122.70, 104.42.  
 
IR (cm-1): 3101, 3076, 2944, 2857, 2784, 2066, 1964, 1625, 1583, 1561, 1511, 
1458, 1403, 1370,1310, 1245, 1195, 1179, 1152, 1110, 1048, 1013, 937, 920, 
852, 840, 808, 734, 693, 665, 616.  
 
UPLC: r.t. 4.98 min. 




4.2.4 Sinteza 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolina 
 
(3)       (4) 
 
Spojino 4 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [37] V 50 mL bučko 
smo dali magnetno mešalo, zatehtali 7-bromo-8-hidroksi-5-nitrokinolin (3) (2.00 
g, 7.43 mmol) ter dolili DMF (45 mL, takšna količina topila je bila potrebna, da 
smo raztopili izhodno spojino 3 ob pomoči ultrazvočne kopeli). Raztopina je bila 
oranžnorjavo obarvana. Nato smo dodali K2CO3 (3.10 g, 3.0 eq, 22.3 mmol) ter 
mešali pri sobni temperaturi v inertni atmosferi Ar (septa in balon Ar). Reakcijska 
zmes je spremenila barvo in postala rjavo obarvana. Čez 15 min smo v reakcijsko 
zmes z injekcijo dodali MeI (0.93 mL, 2.0 eq , 14.9 mmol). Reakcijsko zmes, ki je 
bila postopoma vse bolj rdeče obarvana, smo pustili mešati pri sobni temperaturi 
in v inertni atmosferi Ar (septa in balon Ar). 
 
Po 24 h smo razvili TLC kromatogram (MF: EtOAc / MeOH = 9 / 1, SF: silikagel), 
ki je pokazal, da je reakcija v celoti potekla. Reakcijska zmes je bila oranžnordeče 
obarvana suspenzija. Reakcijsko zmes smo filtrirali preko keramične frite v 100 
mL presesalno bučko. Produkt 4 na keramični friti smo sprali z demi vodo (2x 10 
mL), da smo se znebili K2CO3. Produkt 4 v petrijevki smo čez noč sušili v 
vakuumskem sušilniku pri temperaturi 40 °C. Masa oranžno obarvane oborine je 
bila 1.86 g (izkoristek po izolaciji: 88 %). 
 
Ttal: >250 °C  
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.95 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.94 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 
8.80 (s, 1H), 8.05 (dd, J1 = 9.1 Hz, J2 = 5.6 Hz, 1H), 4.78 (s, 3H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 166.76, 147.02, 141.73, 133.98, 130.89, 
129.06, 124.68, 121.86, 113.20, 51.32.  
 
IR (cm-1): 3142, 3068, 2976, 2961, 1651, 1605, 1569, 1509, 1468, 1457, 1420, 
1393, 1346, 1306, 1245, 1182, 1154, 1141, 1110, 917, 884, 827, 818, 743, 714, 
683, 662.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C10H7BrN2O3 (M+H)+: 282.9713; določena: 
282.9708.  





UPLC: r.t. 3.37 min. 
4.2.5 Sinteza 8-aliloksi-5-nitrokinolina 
 
     (1)          (5) 
 
Spojino 5 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [38] Pred začetkom 
reakcije smo 50 mL bučko z magnetnim mešalom sušili približno 1 h v 
vakuumskem sušilniku pri 100 °C. Nato smo jo opremili s septo in jo ohladili v 
atmosferi Ar (balon Ar). V ohlajeno bučko smo zatehtali nitroksolin (1) (1.00 g, 
5.26 mmol) ter dodali brezvodni DMF (25 mL). Rumeno obarvano raztopino smo 
ohladili v ledeni kopeli, nato pa dodali NaH (0.23 g, 1.1 eq, 5.79 mmol – NaH, 60 
% disperzija v mineralnem olju). Po dodatku NaH se je reakcijska zmes spenila 
in nastala je rumena suspenzija. Sledilo je 20 min mešanje reakcijske zmesi pri 
sobni temperaturi, zatem pa smo z injekcijo dodali alil bromid (0.50 mL, 1.1 eq, 
5.79 mmol). Čez nekaj minut smo bučko opremili s hladilnikom ter začeli s 
segrevanjem pri temperaturi 65 °C. Tekom sinteze smo imeli vseskozi 
vzpostavljeno inertno atmosfero Ar (septa in balon Ar). S časom je bila reakcijska 
zmes vse bolj oranžno obarvana. Reakcijsko zmes smo pustili mešati. 
 
Po 23 h se je barva reakcijske zmesi spremenila iz oranžne v rjavo. Razvili smo 
TLC kromatogram (MF: EtOAc / n-heptan = 1 / 1) in ugotovili, da je bila v reakcijski 
zmesi še prisotna izhodna spojina 1. V reakcijsko zmes smo z injekcijo dodali alil 
bromid (0.25 mL, 2.90 mmol), mešali reakcijsko zmes še 3 h pri temperaturi 65 
°C, zatem prekinili s segrevanjem in razvili TLC kromatogram, ki je pokazal, da 
je reakcija v večini potekla. Skupno smo reakcijsko zmes mešali 26 h. Nato smo 
reakcijsko zmes ohladili in zaradi soli NaBr filtrirali preko keramične frite v 100 
mL bučko ter sol na keramični friti spirali z DCM (20 mL). Matičnico smo 
koncentrirali v vakuumu do trdnega rdečerjavega preostanka.  
 
Sledila je ekstrakcija. Trden preostanek v bučki smo z DCM (80 mL) in 
demineralizirano vodo (100 mL) prenesli v 250 mL lij ločnik. Sledilo je stresanje 
in ločevanje organske faze od vodne. Organsko fazo smo še 2x spirali z 
demineralizirano vodo (2x 100 mL), nato pa jo sušili z MgSO4. Sledila je filtracija 




preko filtrirnega papirja v 500 mL bučko in koncentriranje organske faze v 
vakuumu do trdnega preostanka.  
 
Produkt 5 smo očistili s kromatografsko kolono (SF: silikagel, MF: EtOAc / n-
heptan = 1 / 1). Združene frakcije smo koncentrirali do trdnega preostanka, ki 
smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki. Izolirali smo trden svetlo rumen 
produkt 5, ki je tehtal 0.880 g (izkoristek po čiščenju: 73 %). 
 
Ttal: (99.8 – 102.0) °C  
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 9.19 (dd, J1 = 8.9 Hz, J2 = 1.7 Hz, 1H), 9.02 (dd, J1 
= 4.1 Hz, J2 = 1.6 Hz, 1H), 8.48 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.66 (dd, J1 = 8.8 Hz, J2 = 4.2 
Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.17 (ddt, J1 = 17.3 Hz, J2 = 10.8 Hz, J3 = 5.5 
Hz, 1H), 5.53 – 5.47 (m, 1H), 5.43 – 5.38 (m, 1H), 4.98 – 4.93 (m, 2H). 
 
13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 159.87, 150.34, 139.58, 137.74, 132.63, 131.67, 
127.49, 124.65, 123.18, 119.73, 106.80, 70.67. 
 
IR (cm-1): 3099, 2926, 2869, 2854, 1615, 1559, 1501, 1467, 1424, 1392, 1366, 
1331, 1304, 1263, 1251, 1185, 1143, 1092, 1007, 985, 961, 838, 814, 794, 661, 
647, 633, 616.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C12H10N2O3 (M+H)+: 231.0764; določena: 
231.0766.  
 
UPLC: r.t. 3.73 min. 
4.2.6 Sinteza 7-alil-8-hidroksi-5-nitrokinolina 
 
         (5)       (6) 
 
Spojino 6 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [39] V 50 mL bučko, 
v kateri smo predhodno vzpostavili inertno atmosfero z Ar (septa in balon Ar), 
smo dali magnetno mešalo, zatehtali 8-aliloksi-5-nitrokinolin (5) (2.00 g, 8.69 
mmol) in dodali DMF (8 mL). Nato smo si pri raztapljanju pomagali z ultrazvočno 
kopeljo in dobili bistro svetlo rjavo raztopino, ki smo jo prepihali z Ar. Bučko smo 




vpeli v grelni blok, jo opremili s povratnim hladilnikom, septo in balonom Ar ter 
reakcijsko zmes refluktirali pri temperaturi 200 °C. Reakcijsko zmes, ki se je 
postopoma obarvala vse bolj temno rdeče, smo pustili refluktirati. 
 
Po 20 h je bila reakcijska zmes rjavooranžno obarvana. TLC kromatogram (SF: 
silikagel, MF: EtOAc / n-heptan = 1 / 1) je pokazal, da je reakcija v celoti potekla, 
zato smo reakcijsko zmes ohladili in koncentrirali v vakuumu do trdnega 
preostanka, ki je bil rdeče obarvan. Bučko s produktom 6 smo dodatno sušili na 
vakuumski črpalki. Masa trdnega temno rdečega produkta 6 je bila 1.98 g 
(izkoristek po izolaciji: 99 %).  
 
Ttal: (133.1 – 136.4) °C  
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.11 (dd, J1 = 8.8 Hz, J2 = 1.6 Hz, 1H), 8.97 (dd, 
J1 = 4.2 Hz, J2 = 1.5 Hz, 1H), 8.42 (s, 1H), 7.82 (dd, J1 = 8.8 Hz, J2 = 4.2 Hz, 1H), 
6.02 (ddt, J1 = 16.7 Hz, J2 = 10.0 Hz, J3 = 6.6 Hz, 1H), 5.17 – 5.08 (m, 2H), 3.58 
– 3.54 (m, 2H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 157.87, 148.97, 136.70, 135.57, 134.12, 
132.62, 129.76, 124.78, 121.32, 121.04, 116.77, 33.10.  
 
IR (cm-1): 3290, 2921, 2852, 1666, 1642, 1561, 1512, 1498, 1458, 1429, 1409, 
1372, 1328, 1298, 1259, 1211, 1186, 1107, 1060, 1002, 971, 923, 888, 844, 816, 
797, 776, 745, 724, 701, 678, 659, 646.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C12H10N2O3 (M+H)+: 231.0764; določena: 
231.0765.  
 
UPLC: r.t. 7.48 min. 
4.2.7 Sinteza 7-alil-8-metoksi-5-nitrokinolina 
 
(6)      (7) 
 
Spojino 7 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [37] V 25 mL bučko 
smo dali magnetno mešalo, zatehtali 7-alil-8-hidroksi-5-nitrokinolin (6) (0.154 g, 
0.669 mmol) ter dodali DMF (8 mL). Raztopina je bila temno rjavo obarvana. Nato 




smo dodali K2CO3 (0.277 g, 3.0 eq, 2.01 mmol) ter mešali pri sobni temperaturi v 
inertni atmosferi Ar (septa in balon Ar). Čez 5 min smo v reakcijsko zmes z 
injekcijo dodali MeI (0.10 mL, 2.0 eq, 1.34 mmol) in reakcijska zmes se je hitro 
obarvala rdečerjavo. Reakcijsko zmes smo pustili mešati pri sobni temperaturi. 
 
Reakcijska zmes je bila po 21 h živo rdeče obarvana. Razvili smo TLC 
kromatogram (SF: silikagel, MF: EtOAc), ki je pokazal, da je reakcija v celoti 
potekla. Reakcijsko zmes smo nato koncentrirali v vakuumu do trdnega 
preostanka, da smo se znebili DMF. Naredili smo ekstrakcijo preostanka 
reakcijske zmesi. Trdnemu preostanku v bučki smo dodali DCM (20 mL), 
raztopino prelili v 100 mL lij ločnik ter 3x ekstrahirali z destilirano vodo (3x 20 mL). 
(Med vodno in organsko fazo se je pojavila medfaza, ki smo jo ločili od organske 
skupaj z vodno fazo.) Organsko fazo smo sušili z MgSO4, jo filtrirali v 100 mL 
bučko in zatem koncentrirali v vakuumu do trdnega preostanka. Tekom 
koncentriranja smo razvili TLC, ki je pokazal, da je bila poleg produkta 7 prisotna 
še neka nečistota, ki jo je bilo v primerjavi s produktom 7 zelo malo.  
 
Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (SF: silikagel, MF: DCM / MeOH = 
9 / 1). Združene frakcije produkta 7 smo koncentrirali v vakuumu do trdnega 
preostanka, ki smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki. Izolirali smo trden 
rdeče obarvan produkt 7, ki je tehtal 0.126 g (izkoristek po čiščenju: 77 %). 
 
Ttal: (234 – 236) °C  
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.97 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.82 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 
8.31 (s, 1H), 7.94 (dd, J1 = 9.1 Hz, J2 = 5.7 Hz, 1H), 5.95 (ddt, J1 = 16.8 Hz, J2 = 
9.9 Hz, J3 = 6.8 Hz, 1H), 5.17 – 5.06 (m, 2H), 4.77 (s, 3H), 3.25 (d, J = 6.8 Hz, 
2H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 171.32, 145.75, 141.32, 136.44, 130.75, 
130.57, 129.49, 129.05, 124.11, 120.45, 116.35, 50.99, 34.07.  
 
IR (cm-1): 3043, 2975, 1636, 1605, 1573, 1542, 1504, 1481, 1424,1393, 1276, 
1186, 1149, 1130, 1100, 1059, 999, 971, 941, 900, 877, 819, 749, 710, 681, 665, 
638.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C13H12N2O3 (M+H)+: 245.0921; določena: 
245.0921.  
 
UPLC: r.t. 3.06 min. 




4.2.8 Sinteza 8-metoksi-5-nitro-7-vinilkinolina 
 
(4)       (8) 
 
Spojino 8 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [40] V 50 mL bučko 
smo dali magnetno mešalo, zatehtali 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolin (4) (0.110 
g, 0.389 mmol) ter dolili iPrOH (12 mL) in demi vodo (6 mL). Bučko smo opremili 
s povratnim hladilnikom ter prepihali z Ar. Povratni hladilnik smo nato dodatno 
opremili s septo in balonom Ar. V bučko smo dodali kalijev viniltrifluoroborat 
(0.066 g, 1.2 eq, 0.466 mmol), Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 (0.016 g, 0.05 eq, 0.019 
mmol) in z injekcijo Et3N (0.17 mL, 3.0 eq, 1.17 mmol). Sledilo je segrevanje do 
refluksa (102 °C). Reakcijsko zmes smo pustili mešati in refluktirati pri temperaturi 
102 °C v inertni atmosferi Ar (septa in balon Ar). 
 
Po 20 h smo razvili TLC kromatogram (MF: EtOAc / MeOH = 9 / 1, SF: silikagel), 
ki je pokazal, da izhodna spojina 4 ni bila več prisotna v reakcijski zmesi. 
Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo, nato pa jo koncentrirali v 
vakuumu (odstranili smo iPrOH). Preostanek v bučki smo z DCM (50 mL) prenesli 
preko steklenega lija v 100 mL lij ločnik. V lij ločnik smo dodali še demi vodo (20 
mL), vsebino lija ločnika stresali ter organsko fazo ločili od vodne. K vodni fazi 
smo v lij ločnik smo dodali DCM (50 mL) in vsebino lija ločnika ponovno stresali. 
Organsko fazo smo ločili od vodne faze. Združeno organsko fazo smo prenesli v 
250 mL lij ločnik in ji dodali 1 M HCl (50 mL), stresali ter ločili fazi. Organsko fazo 
smo ponovno prenesli v lij ločnik in ji dodali nasičeno vodno raztopino NaCl (50 
mL), stresali in ločili fazi. Organsko fazo smo sušili z MgSO4 in filtrirali preko 
filtrirnega papirja v 250 mL bučko in organsko fazo koncentrirali do trdnega 
preostanka, ki smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki.  
 
Sledilo je čiščenje produkta 8 s kolonsko kromatografijo (SF: silikagel, MF: EtOAc 
/ MeOH = 9 / 1). Frakcije s produktom 8 smo koncentrirali v vakuumu do trdnega 
temno rdečega preostanka. Produkt 8 je po dodatnem sušenju na vakuumski 
črpalki tehtal 0.0512 g (izkoristek po čiščenju: 57 %). 
 
Ttal: >250 °C 
  
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.91 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.84 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 
8.57 (s, 1H), 7.96 (dd, J1 = 9.0 Hz, J2 = 5.6 Hz, 1H), 6.90 (dd, J1 = 17.8 Hz, J2 = 




11.3 Hz, 1H), 6.00 (dd, J1 = 17.8 Hz, J2 = 1.8 Hz, 1H), 5.20 (dd, J1 = 11.3 Hz, J2 
= 1.9 Hz, 1H), 4.76 (s, 3H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 170.57, 146.25, 141.29, 132.55, 132.45, 
129.15, 128.90, 125.31, 124.26, 121.54, 113.50, 51.11.  
 
IR (cm-1): 3129, 3046, 2970, 2927, 1603, 1588, 1561, 1538, 1504, 1471, 1428, 
1395, 1350, 1254, 1190, 1151, 1126, 1083, 1049, 998, 941, 912, 881, 815, 793, 
747, 705, 679, 626.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C12H10N2O3 (M+H)+: 231.0764; določena: 
231.0762.  
 
UPLC: r.t. 3.21 min. 
4.2.9 Sinteza (E)-etil 2-ciano-3-(4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-
il)fenil)akrilata 
 
(4)         (9) 
 
Spojino 9 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [41] V 50 mL 
debelostensko bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo preko steklenega 
lija dodali 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolin (4) (0.100 g, 0.353 mmol), ester 
borove kisline (E)-etil 2-ciano-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-
il)fenil)akrilat (0.173 g, 1.5 eq, 0.530 mmol), Na2CO3 (0.045 g, 1.2 eq, 0.424 
mmol) ter Pd(PPh3)4 (0.020 g, 0.05 eq, 0.018 mmol). Med tehtanjem surovin smo 
vsebino bučke prepihovali z Ar (septa in balon Ar). Nato smo z vakuumom 
izsesavali zrak iz sistema in kasneje prepihovali z balonom Ar, kar smo izmenično 
ponovili 3x. Vakuumiranje in prepihovanje z Ar smo uravnavali s pomočjo 
nastavka s petelinčkom, septe in igle. Zatem smo v bučko preko septe z injekcijo 
dodali toluen (9 mL) in etanol (3 mL). Debelostensko bučko smo po dodatku topil 
opremili z ustreznim zamaškom, jo vpeli ter vstavili v silikonsko olje, ki je bilo 
segreto na 100 °C. Reakcijski sistem smo obdali z zaščito iz pleksi stekla in 
reakcijsko zmes pustili mešati. 





Po 17 h smo reakcijsko zmes ohladili in razvili TLC (SF: silikagel, MF: EtOAc / 
MeOH = 9 / 1), ki je pokazal, da produkt 9 nastaja, še vedno pa je v reakcijski 
zmesi bilo kar nekaj izhodne spojine 4. Sledila je filtracija. Pripravili smo 
keramično frito, vanjo dodali silikagel (višina pribl. 1 cm) in na silikagel dodali 
filtrirni papir. S stekleno kapalko smo reakcijsko zmes prenesli na filtrirni papir in 
jo z vakuumom odsesali v 100 mL presesalno bučko. Na filtrirnem papirju so 
ostali trdni delci. Preostanek na keramični friti smo spirali z EtOAc in DCM ter 
filtrat zbirali v presesalne bučke, dokler se ni v celoti eluiral produkt 9. Vsebino 
presesalnih bučk smo preverili s TLC. TLC kromatogram je pokazal, da filtrat 
pretežno vsebuje zmes izhodne spojine 4, produkta 9, v manjši meri tudi nekaj 
borovega estra. Filtrat smo koncentrirali v vakuumu do trdnega preostanka, ki 
smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki. 
 
Sledilo je čiščenje produkta 9 s kromatografsko kolono (SF: silikagel, MF: EtOAc 
/ MeOH = 9 / 1). Frakcije s produktom 9 smo koncentrirali v vakuumu do trdnega 
preostanka. Masa trdnega rdečega produkta 9 je bila po dodatnem sušenju na 
vakuumski črpalki 0.0164 g (izkoristek po čiščenju: 12 %). 
 
Ttal: (170.9 – 174.1) °C  
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.98 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.93 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 
8.76 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 8.11 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.08 – 8.05 (m, 1H), 8.03 (d, 
J = 8.7 Hz, 2H), 4.80 (s, 3H), 4.33 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 3H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 170.65, 162.13, 154.58, 146.72, 143.35, 
141.33, 133.52, 131.91, 130.81, 129.44, 129.37, 128.92, 125.86, 124.91, 122.09, 
120.68, 115.98, 62.31, 51.22, 14.05.  
 
IR (cm-1): 3076, 2962, 2920, 2851, 2219, 1715, 1590, 1563, 1534, 1503, 1467, 
1403, 1369, 1346, 1320, 1263, 1190, 1154, 1088, 1052, 1011, 929, 888, 840, 
812, 785, 759, 719, 670, 632.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C22H17N3O5 (M+H)+: 404.1241; določena: 
404.1228.  
 
UPLC: r.t. 4.58 min. 
 
LC-MS (ESI+): m/z 404 (M+H)+, r.t. 0.98 min. 




4.2.10 Sinteza 4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzaldehida 
 
(4)        (10) 
 
Spojino 10 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [40] V 50 mL 
debelostensko bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo preko steklenega 
lija zatehtali 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolin (4) (0.150 g, 0.530 mmol), ester 
borove kisline (E)-etil 2-ciano-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-
il)fenil)akrilat (0.260 g, 1.5 eq, 0.795 mmol) in Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 (0.043 g, 0.10 
eq, 0.053 mmol). Med tehtanjem surovin smo vsebino bučke prepihovali z Ar 
(septa in balon Ar). Nato smo z vakuumom izsesavali zrak iz sistema in kasneje 
prepihovali z balonom Ar, kar smo izmenično ponovili 3x. Vakuumiranje in 
prepihovanje z Ar smo uravnavali s pomočjo nastavka s petelinčkom, septe in 
igle. Zatem smo v bučko z injekcijo preko septe dodali iPrOH (12 mL), demi vodo 
(6 mL) in Et3N (0.22 mL, 3.0 eq, 1.59 mmol). Debelostensko bučko smo nato 
opremili z ustreznim zamaškom, jo vpeli ter vstavili v silikonsko olje, ki je bilo 
segreto na 100 °C. Reakcijski sistem smo obdali z zaščito iz pleksi stekla in 
reakcijsko zmes pustili mešati. 
 
Po 19 h smo reakcijsko zmes ohladili in razvili TLC kromatogram (SF: silikagel, 
MF: EtOAc / MeOH = 9 / 1), ki je pokazal, da v reakcijski zmesi ni več izhodne 
spojine 4, temveč večinoma produkt 10. Sledila je filtracija. Pripravili smo 
keramično frito, vanjo dodali celit (višina pribl. 1 cm) in na celit dodali filtrirni papir. 
S stekleno kapalko smo reakcijsko zmes prenesli na filtrirni papir in jo odsesali v 
100 mL presesalno bučko s pomočjo vakuuma. Na filtrirnem papirju so ostali trdni 
delci. Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM (2x 50 mL) in filtrat zbirali 
v 100 mL presesalni bučki. Prvi filtrat je bil temno rjavo obarvan, naslednji rdeče. 
Vsebino prve in druge presesalne bučke v 250 mL bučki smo koncentrirali v 
vakuumu do trdnega preostanka, ki smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki. 
 
Produkt 10 smo čistili na kromatografski koloni (SF: silikagel, MF: EtOAc / MeOH 
= 4 / 1). Frakcije s produktom 10 smo koncentrirali v vakuumu do trdnega 
preostanka. Masa trdnega oranžnordečega produkta 10 je bila po dodatnem 
sušenju na vakuumski črpalki 0.128 g (izkoristek po čiščenju: 78 %). 





Ttal: (230 – 233) °C  
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 10.01 (s, 1H), 9.98 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.92 (d, 
J = 5.5 Hz, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.05 (dd, J1 = 9.0 Hz, J2 = 5.7 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 
8.4 Hz, 2H), 7.93 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.79 (s, 3H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 192.60, 170.59, 146.67, 144.23, 141.31, 
134.37, 133.45, 132.00, 129.39, 129.26, 128.89, 126.17, 124.88, 121.92, 51.23.  
 
IR (cm-1): 3406, 3065, 2963, 2919, 1729, 1680, 1600, 1570, 1558, 1537, 1502, 
1475, 1438, 1401, 1346, 1318, 1244, 1197, 1155, 1093, 1049, 1013, 989, 930, 
887, 851, 838, 821, 809, 783, 733, 709, 671, 642.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C17H12N2O4 (M+H)+: 309.0870; določena: 
309.0862.  
 
UPLC: r.t. 3.48 min. 
 
LC-MS (ESI+): m/z 309 (M+H)+, r.t. 0.74 min. 
4.2.11 Sinteza 2-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzonitrila in 8-metoksi-5-
nitrokinolina 
 
 (4)        (11) 
Pretežno dobljen produkt 12:  
 
Spojino 11 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [40] V 50 mL 
debelostensko bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo preko steklenega 
lija zatehtali 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolin (4) (0.100 g, 0.353 mmol), ester 




borove kisline 2-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)benzonitril (0.121 g, 
1.5 eq, 0.530 mmol), Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 (0.029 g, 0.10 eq, 0.035 mmol). Med 
tehtanjem surovin smo vsebino bučke prepihovali z Ar (septa in balon Ar). Nato 
smo z vakuumom izsesavali zrak iz sistema in kasneje prepihovali z balonom Ar, 
kar smo izmenično ponovili 3x. Vakuumiranje in prepihovanje z Ar smo uravnavali 
s pomočjo nastavka s petelinčkom, septe in igle. Zatem smo v bučko preko septe 
z injekcijo dodal iPrOH (8 mL), demi vodo (4 mL) in Et3N (0.15 mL, 3.0 eq, 1.06 
mmol). Debelostensko bučko smo nato opremili z ustreznim zamaškom, jo vpeli 
ter vstavili v silikonsko olje, ki je bilo segreto na 100 °C. Reakcijski sistem smo 
obdali z zaščito iz pleksi stekla in reakcijsko zmes pustili mešati. 
 
Po 16.5 h smo reakcijsko zmes ohladili in razvili TLC (SF: silikagel, MF: EtOAc / 
MeOH = 9 / 1). TLC kromatogram je pokazal, da je v reakcijski zmesi prisotna 
izhodna spojina 4, ester borove kisline ter katalizator. Pojavili sta se še dve lisi 
na TLC ploščici - prva pod in druga nad liso za izhodno spojino 4. Po 19 h smo 
reakcijsko zmes ohladili in razvili drugi TLC kromatogram, ki je bil zelo podoben 
prejšnjemu. Po 20 h smo v ohlajeno reakcijsko zmes dodali Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 
(0.029 g, 0.10 eq, 0.035 mmol). Debelostensko bučko smo nato opremili z 
ustreznim zamaškom, jo vpeli ter vstavili v silikonsko olje, ki je bilo segreto na 
100 °C. Reakcijski sistem smo obdali z zaščito iz pleksi stekla in reakcijsko zmes 
pustili mešati. 
 
Po 40 h (20 h po ponovnem dodatku katalizatorja) smo reakcijsko zmes ohladili 
in razvili TLC kromatogram, ki je pokazal, da v reakcijski zmesi ni več izhodne 
spojine 4, temveč večinoma nova produkta. Sledila je filtracija. Pripravili smo 
keramično frito, vanjo dodali celit (višina pribl. 1 cm) in na celit dodali filtrirni papir. 
S stekleno kapalko smo reakcijsko zmes prenesli na filtrirni papir in jo z 
vakuumom odsesali v 100 mL presesalno bučko. Na filtrirnem papirju so ostali 
trdni delci. Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM (2x 50 mL) in filtrat 
zbirali v 100 mL presesalni bučki. Prvi filtrat je bil temno rjavo obarvan, naslednji 
rdeče. Vsebino presesalnih bučk smo v 250 mL bučki koncentrirali v vakuumu do 
trdnega preostanka, ki smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki. 
 
Sledilo je čiščenje produktov s kromatografsko kolono (SF: silikagel, MF: EtOAc 
/ MeOH = 4 / 1). Zbrali smo dve vrsti različnih frakcij. Vsako posebej smo 
koncentrirali v vakuumu do trdnega preostanka, ki smo ga dodatno sušili na 
vakuumski črpalki. Masa prvega eluiranega trdnega oranžnega produkta, ki je bil 
želen produkt 11, je bila 0.0113 g (izkoristek po čiščenju: 11 %). Masa drugega 
eluiranega trdnega oranžnega produkta, pravzaprav glavnega produkta 12, je 
bila 0.0709 g (izkoristek po čiščenju: 98 %). 
 
 






Ttal: >250 °C  
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 10.02 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.94 (d, J = 5.3 Hz, 
1H), 8.59 (s, 1H), 8.09 (dd, J1 = 9.1 Hz, J2 = 5.6 Hz, 1H), 7.88 (dd, J1 = 7.8 Hz, J2 
= 1.3 Hz, 1H), 7.77 – 7.73 (m, 1H), 7.65 (dd, J1 = 7.9 Hz, J2 = 1.2 Hz, 1H), 7.55 
– 7.51 (m, 1H), 4.78 (s, 3H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 170.07, 146.77, 142.04, 141.46, 133.01, 
132.85, 132.64, 131.04, 129.73, 128.59, 127.75, 126.34, 125.09, 121.39, 118.77, 
112.20, 50.87.  
 
IR (cm-1): 3067, 3032, 2961, 2920, 2850, 2223, 1725, 1598, 1573, 1535, 1506, 
1479, 1457, 1400, 1347, 1252, 1183, 1156, 1108, 1052, 970, 938, 887, 862, 808, 
789, 769, 749, 716, 674, 617.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C17H11N3O3 (M+H)+: 306.0873; določena: 
306.0870.  
 




     (12) 
 
Ttal: (156.6 – 158.9) °C  
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 10.02 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.87 (d, J = 5.4 Hz, 
1H), 8.42 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 8.01 (dd, J1 = 9.1 Hz, J2 = 5.6 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 
9.9 Hz, 1H), 4.77 (s, 3H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.83, 145.83, 141.38, 132.64, 132.13, 
130.20, 124.68, 121.49, 119.17, 50.77.  





IR (cm-1): 3409, 2974, 2927, 2850, 2737, 2674, 2490, 2082, 1944, 1613, 1585, 
1568, 1535, 1502, 1476, 1460, 1417, 1388, 1360, 1291, 1266, 1179, 1145, 1098, 
1035, 878, 830, 819, 771, 737, 704, 642.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C10H8N2O3 (M+H)+: 205.0608; določena: 
205.0606.  
 
UPLC: 2.41 min. 
4.2.11.1 Uspešnejši postopek sinteze 
 
 (4)      (11) 
 
Spojino 11 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [40, 41] V 50 mL 
debelostensko bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo preko steklenega 
lija zatehtali 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolin (4) (0.100 g, 0.353 mmol), ester 
borove kisline 2-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)benzonitril (0.131 g, 
1.5 eq, 0.530 mmol) ter Pd(PPh3)4 (0.041 g, 0.10 eq, 0.035 mmol). Med tehtanjem 
surovin smo vsebino bučke prepihovali z Ar (septa in z balon Ar). Nato smo z 
vakuumom izsesavali zrak iz sistema in kasneje prepihovali z balonom Ar, kar 
smo izmenično ponovili 3x. Vakuumiranje in prepihovanje z Ar smo uravnavali s 
pomočjo nastavka s petelinčkom, septe in igle. Zatem smo v bučko preko septe 
z injekcijo dodali toluen (9 mL), etanol (3 mL) in Et3N (0.15 mL, 3.0 eq, 1.06 
mmol). Debelostensko bučko smo po dodatku topil opremili z ustreznim 
zamaškom, jo vpeli ter vstavili v silikonsko olje, ki je bilo segreto na 100 °C. 
Reakcijski sistem smo obdali z zaščito iz pleksi stekla in reakcijsko zmes pustili 
mešati. 
 
Po 17 h smo reakcijsko zmes ohladili in razvili TLC (SF: silikagel, MF: EtOAc / 
MeOH = 4 / 1). TLC kromatogram je pokazal, da reakcija poteka, vendar je bilo 
poleg produkta 11 prisotno še precej izhodne spojine 4 (okvirno razmerje: 
izhodna spojina 4 / produkt 11 = 60 / 40). V ohlajeno reakcijsko zmes smo preko 
steklenega lija in ob prepihovanju z balonom Ar dodali Pd(PPh3)4 (0.020 g, 0.05 
eq, 0.018 mmol). Debelostensko bučko smo vpeli ter vstavili v silikonsko olje, ki 




je bilo segreto na 100 °C. Reakcijski sistem smo obdali z zaščito iz pleksi stekla 
in reakcijsko zmes pustili mešati. 
 
Po 43 h smo reakcijsko zmes ohladili in razvili TLC (SF: silikagel, MF: EtOAc / 
MeOH = 4 / 1). TLC kromatogram je pokazal, da je v reakcijski zmesi neka manjša 
količina izhodne spojine 4, večinoma pa produkt 11. Sledila je filtracija. Pripravili 
smo keramično frito, vanjo dodali celit (višina pribl. 1 cm) in na celit dodali filtrirni 
papir. S stekleno kapalko smo reakcijsko zmes prenesli na filtrirni papir in jo z 
vakuumom odsesali v 100 mL presesalno bučko. Na filtrirnem papirju so ostali 
trdni delci. Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM (60 mL) in filtrat zbirali 
v isto presesalno bučko. Filtrat, ki je bil temno rjavo obarvan, smo prenesli v 100 
mL bučko in koncentrirali v vakuumu do trdnega preostanka, ki smo ga dodatno 
sušili na vakuumski črpalki.  
 
Produkt 11 smo čistili na kromatografski koloni (SF: silikagel, MF: EtOAc / MeOH 
= 4 / 1). Frakcije s produktom 11 smo koncentrirali v vakuumu do trdnega 
preostanka. Masa trdnega oranžnega produkta 11 je bila po dodatnem sušenju 
na vakuumski črpalki 0.0229 g (izkoristek po čiščenju: 21 %). 
4.2.12 Sinteza 3-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzonitrila 
 
 (4)       (13) 
 
Spojino 13 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [40] V 50 mL 
debelostensko bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo preko steklenega 
lija zatehtali 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolin (4) (0.100 g, 0.353 mmol), ester 
borove kisline 3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)benzonitril (0.121 g, 
1.5 eq, 0.530 mmol) in Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 (0.029 g, 0.10 eq, 0.035 mmol). Med 
tehtanjem surovin smo vsebino bučke prepihovali z Ar (septa in balon Ar). Nato 
smo s pomočjo vakuuma izsesavali zrak iz sistema in kasneje prepihovali z 
balonom Ar, kar smo izmenično ponovili 3x. Vakuumiranje in prepihovanje z Ar 
smo uravnavali s pomočjo nastavka s petelinčkom, septe in igle. Zatem smo v 
bučko preko septe z injekcijo dodali iPrOH (8 mL), demi vodo (4 mL) in Et3N (3.0 
eq, 0.15 mL, 1.06 mmol). Debelostensko bučko smo nato opremili z ustreznim 




zamaškom, jo vpeli ter vstavili v silikonsko olje, ki je bilo segreto na 100 °C. 
Reakcijski sistem smo obdali z zaščito iz pleksi stekla in reakcijsko zmes pustili 
mešati. 
 
Po 19 h smo reakcijsko zmes ohladili in vzorčili za TLC (SF: silikagel, MF: EtOAc 
/ MeOH = 9 / 1). TLC kromatogram je pokazal, da v reakcijski zmesi ni več 
izhodne spojine 4, temveč večinoma produkt 13 in neka nečistota. Sledila je 
filtracija. Pripravili smo keramično frito, vanjo dodali celit (višina pribl. 1 cm) in na 
celit dodali filtrirni papir. S stekleno kapalko smo reakcijsko zmes prenesli na 
filtrirni papir in jo z vakuumom odsesali v 100 mL presesalno bučko. Na filtrirnem 
papirju so ostali trdni delci. Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM (60 
mL) in filtrat zbirali v isto presesalno bučko. Filtrat, ki je bil temno rjavo obarvan, 
smo prenesli v 100 mL bučko in koncentrirali v vakuumu do trdnega preostanka, 
ki smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki.  
 
Sledilo je ločevanje trdnega preostanka na kromatografski koloni (SF: silikagel, 
MF: EtOAc / MeOH = 9 / 1). Frakcije s produktom 13 smo koncentrirali v vakuumu 
do trdnega preostanka. Masa trdnega rdeče obarvanega produkta 13 je bila po 
dodatnem sušenju na vakuumski črpalki 0.0645 g (izkoristek po čiščenju: 60 %). 
  
Ttal: (245 – 248) °C  
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.91 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 
8.67 (s, 1H), 8.27 – 8.22 (m, 1H), 8.06 – 8.01 (m, 2H), 7.76 – 7.72 (m, 1H), 7.62 
– 7.57 (m, 1H), 4.78 (s, 3H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 170.30, 146.64, 141.27, 138.98, 133.14, 
133.05, 131.97, 131.73, 130.17, 129.30, 129.25, 125.36, 124.80, 121.84, 119.06, 
110.94, 51.22.  
 
IR (cm-1): 3096, 3054, 2922, 2228, 1726, 1604, 1575, 1544, 1509, 1482, 1468, 
1445, 1427, 1401, 1380, 1347, 1321, 1268, 1188, 1158, 1096, 1056, 992, 935, 
913, 886, 814, 790, 746, 724, 700, 680, 617.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C17H11N3O3 (M+H)+: 306.0873; določena: 
306.0873.  
 
UPLC: r.t. 3.70 min. 




4.2.13 Sinteza 4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzonitrila 
 
 (4)       (14) 
 
Spojino 14 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [40] V 50 mL 
debelostensko bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo preko steklenega 
lija zatehtali 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolin (4) (0.100 g, 0.353 mmol), ester 
borove kisline 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)benzonitril (0.121 g, 
1.5 eq, 0.530 mmol) in Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 (0.029 g, 0.10 eq, 0.035 mmol). Med 
tehtanjem surovin smo vsebino bučke prepihovali z Ar (septa in balon Ar). Nato 
smo z vakuumom izsesavali zrak iz sistema in kasneje prepihovali z balonom Ar, 
kar smo izmenično ponovili 3x. Vakuumiranje in prepihovanje z Ar smo uravnavali 
s pomočjo nastavka s petelinčkom, septe in igle. Zatem smo v bučko peko septe 
z injekcijo dodali iPrOH (8 mL), demi vodo (4 mL) in Et3N (0.15 mL, 3.0 eq, 1.06 
mmol). Debelostensko bučko smo nato opremili z ustreznim zamaškom, jo vpeli 
ter vstavili v silikonsko olje, ki je bilo segreto na 100 °C. Reakcijski sistem smo 
obdali z zaščito iz pleksi stekla in reakcijsko zmes pustili mešati. 
 
Po 17 h smo reakcijsko zmes ohladili in razvili TLC (SF: silikagel, MF: EtOAc / 
MeOH = 9 / 1). TLC kromatogram je pokazal, da v reakcijski zmesi ni več izhodne 
spojine 4, temveč večinoma produkt 14. Sledila je filtracija. Pripravili smo 
keramično frito, vanjo dodali celit (višina pribl. 1 cm) in na celit dodali filtrirni papir. 
S stekleno kapalko smo reakcijsko zmes prenesli na filtrirni papir in jo odsesali v 
100 mL presesalno bučko s pomočjo vakuuma. Na filtrirnem papirju so ostali trdni 
delci. Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM (4x 50 mL) in filtrat zbirali 
v 100 mL presesalne bučke. Prvi filtrat je bil temno rjavo obarvan, naslednji trije 
rdeče. Vsebino presesalnih bučk smo v 250 mL bučki koncentrirali v vakuumu do 
trdnega preostanka, ki smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki. 
 
Produkt 14 smo očistili na kromatografski koloni (SF: silikagel, MF: EtOAc / 
MeOH = 9 / 1). Frakcije s produktom 14 smo koncentrirali v vakuumu do trdnega 
preostanka. Masa trdnega oranžnega produkta 14 je bila po dodatnem sušenju 
na vakuumski črpalki 0.0724 g (izkoristek po čiščenju: 67 %). 
 
Ttal: >250 °C  





1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.98 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.93 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 
8.71 (s, 1H), 8.06 (dd, J1 = 9.1 Hz, J2 = 5.6 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.85 
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.79 (s, 3H).  
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 170.44, 146.74, 142.87, 141.32, 133.45, 
131.98, 131.85, 129.41, 129.12, 125.52, 124.93, 122.00, 119.19, 108.83, 51.22.  
 
IR (cm-1): 3078, 2923, 2852, 2223, 1605, 1568, 1540, 1510, 1497, 1472, 1435, 
1409, 1346, 1319, 1293, 1220, 1186, 1164, 1123, 1096, 1053, 1014, 931, 891, 
857, 845, 813, 789, 745, 718, 689, 668, 648.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C17H11N3O3 (M+H)+: 306.0873; določena: 
306.0876.  
 
UPLC: r.t. 3.77 min. 
4.2.14 Sinteza (E)-7-(4-fluorostiril)-8-metoksi-5-nitrokinolin 
 
 (4)        (15) 
 
Spojino 15 smo pripravili po sinteznem postopku iz literature. [40] V 50 mL 
debelostensko bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo preko steklenega 
lija zatehtali 7-bromo-8-metoksi-5-nitrokinolin (4) (0.100 g, 0.353 mmol), ester 
borove kisline (E)-2-(4-fluorostiril)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan (0.131 
g, 1.5 eq, 0.530 mmol) in Pd(dppf)Cl2 x CH2Cl2 (0.029 g, 0.10 eq, 0.035 mmol). 
Med tehtanjem surovin smo vsebino bučke prepihovali z Ar (septa in balon Ar). 
Nato smo z vakuumom izsesavali zrak iz sistema in kasneje prepihovali z 
balonom Ar, kar smo izmenično ponovili 3x. Vakuumiranje in prepihovanje z Ar 
smo uravnavali s pomočjo nastavka s petelinčkom, septe in igle. Zatem smo v 
bučko preko septe z injekcijo dodali iPrOH (8 mL), demi vodo (4 mL) in Et3N (0.15 
mL, 3.0 eq, 1.06 mmol). Debelostensko bučko smo nato opremili z ustreznim 
zamaškom, jo vpeli ter vstavili v silikonsko olje, ki je bilo segreto na 100 °C. 




Reakcijski sistem smo obdali z zaščito iz pleksi stekla in reakcijsko zmes pustili 
mešati. 
 
Po 17 h smo reakcijsko zmes ohladili in vzorčili za TLC (SF: silikagel, MF: EtOAc 
/ MeOH = 9 / 1). TLC kromatogram je pokazal, da v reakcijski zmesi ni več 
izhodne spojine 4, temveč večinoma produkt 15. Sledila je filtracija. Pripravili smo 
keramično frito, vanjo dodali celit (višina pribl. 1 cm) in na celit dodali filtrirni papir. 
S stekleno kapalko smo reakcijsko zmes prenesli na filtrirni papir in jo z 
vakuumom odsesali v 100 mL presesalno bučko. Na filtrirnem papirju so ostali 
trdni delci. Preostanek na keramični friti smo spirali z DCM (3x 50 mL) in filtrat 
zbirali v 100 mL presesalne bučke. Prvi filtrat je bil temno rjavo obarvan, 
naslednja dva rdeče. Vsebino presesalnih bučk smo v 250 mL bučki koncentrirali 
v vakuumu do trdnega preostanka, ki smo ga dodatno sušili na vakuumski črpalki. 
 
Produkt 15 smo očistili na kromatografski koloni (SF: silikagel, MF: EtOAc / 
MeOH = 9 / 1). Frakcije s produktom 15 smo koncentrirali v vakuumu do trdnega 
preostanka. Masa trdnega sivega produkta 15 je bila po dodatnem sušenju na 
vakuumski črpalki 0.100 g (izkoristek po čiščenju: 87 %). 
 
Ttal: >250 °C 
 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.95 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.87 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 
8.77 (s, 1H), 7.98 (dd, J1 = 9.0 Hz, J2 = 5.6 Hz, 1H), 7.67 – 7.60 (m, 3H), 7.37 (d, 
J = 16.4 Hz, 1H), 7.22 – 7.15 (m, 2H), 4.81 (s, 3H). 
 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 161.40 (d, J = 244.2 Hz), 146.42, 141.36, 
134.69, 132.36, 129.93, 128.61, 127.96 (d, J = 7.7 Hz), 126.52, 125.12, 124.96, 
124.14, 122.05, 115.56 (d, J = 21.2 Hz), 51.17. 
 
IR (cm-1): 3032, 2921, 2852, 1621, 1600, 1567, 1535, 1506, 1470, 1433, 1416, 
1396, 1295, 1242, 1219, 1194, 1161, 1129, 1103, 1059, 1010, 984, 937, 889, 
868, 817, 804, 782, 743, 707, 669, 604.  
 
HRMS (ESI+): m/z izračunana za C18H13FN2O3 (M+H)+: 325.0983; določena: 
325.0979.  
 
UPLC: r.t. 4.41 min. 




4.3 Encimski testi 
4.3.1 Priprava raztopin potencialnih inhibitorjev 
V 1.5 mL mikrocentrifugirke smo zatehtali spojine za testiranje in jih z avtomatsko 
pipeto razredčili z ustrezno prostornino DMSO. Cilj je bil pripraviti 100 mM 
raztopine, vendar so bile nekatere raztopine zaradi slabše topnosti manj 
koncentrirane (Tabela 9).  
 
Spojina  M [g/mol] m [mg] n [mmol] VDMSO [µL] c [mM] 
1 190.16 3.09 0.0162 162.6 100 
3 269.05 4.78 0.0178 177.8 100 
4 283.08 3.91 0.0138 552.6 25 
5 230.22 2.96 0.0129 128.6 100 
6 230.22 4.10 0.0178 178.2 100 
7 244.25 2.89 0.0118 118.4 100 
8 230.22 2.66 0.0116 115.6 100 
9 403.39 6.27 0.0155 621.6 25 
10 308.29 3.23 0.0105 209.6 50 
11 305.29 3.12 0.0102 408.8 25 
12 204.18 3.15 0.0154 154.4 100 
13 305.29 3.51 0.0115 115.0 100 
14 305.29 3.45 0.0113 678.0 16.67 
15 324.31 3.54 0.0109 436.8 25 
Tabela 9: Koncentracije pripravljenih raztopin potencialnih inhibitorjev v DMSO 
4.3.2 Snemanje absorpcijskih spektrov 
S spektrofotometrom Varian, Cary 50 Bio UV-Visible Spectrophotometer, single 
cell peltier accessory, smo s programom Scan posneli absorpcijske spektre za 
vse spojine (območje: 200 – 800 nm, izbrali smo hitrejše snemanje). Absorpcijske 
spektre smo snemali zaradi vpliva IFE, ki se pojavi pri višjih koncentracijah. Pred 
snemanjem absorpcijskih spektrov raztopin spojin smo posneli bazno linijo, ki je 
bila upoštevana v sledečih meritvah (»Baseline Correction«). Za snemanje bazne 
linije smo kiveto z dolžino 1 cm napolnili z ustreznim pufrom. Pri meritvah smo 
uporabljali pufra 50 mM Na-fosfat, 1mM EDTA, pH 7.4 ter 100 mM NaOAc, 1mM 
EDTA, pH 5.5. Meritve smo izvajali ločeno pri pH 7.4 in pH 5.5.  
 
Pripravljene raztopine spojin za merjenje absorbance so bile enakih koncentracij 
(100 µM). Raztopine inhibitorjev za merjenje absorbance smo pripravili z močnim 
mešanjem izračunanega volumna ustreznega pufra (pH 7.4 ali pH 5.5) in 




izračunane prostornine raztopine inhibitorja v DMSO. Raztopine spojin v DMSO 
smo z avtomatsko pipeto spustili znotraj pufra med mešanjem, da ne bi prišlo do 
napak na račun pipetiranja zaradi manjših prostornin. Če je bilo mešanje tekom 
dodajanja raztopine inhibitorja v pufer počasno, se je spojina oborila, zato smo 
izbrali močno mešanje. Enako smo storili tudi pri pripravljanju raztopin za 
encimske teste. Izračunane prostornine spojin v DMSO so bile različne zaradi 
različnih koncentracij začetnih raztopin (Tabela 9). Končen volumen pripravljene 
raztopine je bil 1 mL.  
 
Spekter za posamezno spojino je bil shranjen v formatu .dsw. Vsak spekter 
posebej smo shranili v formatu .csv, ki smo ga lahko odprli v Excel-ovem 
dokumentu. V njem so bile zapisane absorbance pri posamezni valovni dolžini v 
celotnem območju merjenja. V Tabelah 10 in 11 so izpisane vrednosti absorbanc 
Aex (370 nm) in Aem (455 nm) v ustreznem pufru (pH 7.4 ali pH 5.5). Pri 370 nm 
in 455 nm so v nadaljevanju potekale meritve fluorescence oz. kinetike reakcij. 
Dolžina kivete (l) je bila 1 cm. Po Enačbi 1 smo izračunali ekstinkcijska koeficienta 
εex in εem, po Enačbah 2 ali 3 pa IFE (Tabeli 10 in 11).  
 






Aex Aem εex 
[L / mol 
cm] 
εem 
[L / mol 
cm] 
IFE 
1 1 999 0.194703 3.072002 1948.29 30739.92 42.9885 
3 1 999 0.161036 2.658521 1611.61 26605.84 25.6909 
4 4 996 0.636935 1.172083 6370.57 11723.08 8.0262 
5 1 999 0.865516 0.016015 8657.00 160.18 2.7591 
6 1 999 0.416918 1.828424 4171.74 18295.48 13.2639 
7 1 999 0.618160 1.227160 6185.71 12279.75 8.3687 
8 1 999 0.725801 0.747711 7261.68 7480.89 5.4545 
9 4 996 0.380099 0.481320 3800.19 4812.19 2.6959 
10 2 998 0.666521 0.531540 6667.02 5316.85 3.9722 
11 4 996 0.507735 0.655588 5077.45 6556.01 3.8165 
12 1 999 0.285078 0.576805 2853.08 5772.70 2.6974 
13 1 999 0.330172 0.427895 3302.51 4279.97 2.3935 
14 6 994 0.205058 0.169851 2050.45 1698.40 1.5398 
15 4 996 0.414068 0.267562 4142.39 2676.73 2.1919 
Tabela 10: Izračunani IFE (pH 7.4) 
  










Aex Aem εex 
[L / mol 
cm] 
εem 
[L / mol 
cm] 
IFE 
1 1 999 0.834050 1.265397 8345.90 12662.00 11.2130 
3 1 999 0.571550 2.475653 5719.93 24775.74 33.3889 
4 4 996 0.651392 1.190334 6515.17 11905.62 8.3342 
5 1 999 1.120451 0.013432 11206.90 134.35 3.6893 
6 1 999 0.349909 0.430636 3501.24 4309.01 2.4562 
7 1 999 0.629146 1.244789 6295.64 12456.16 8.6490 
8 1 999 0.718446 0.733204 7188.09 7335.74 5.3189 
9 4 996 0.405741 0.519307 4056.56 5191.98 2.9008 
10 2 998 1259663 0.995090 12600.10 9953.61 13.4083 
11 4 996 0.669381 0.929220 6693.95 9292.39 6.2994 
12 1 999 0.297079 0.601878 2973.18 6023.63 2.8150 
13 1 999 0.158503 0.193144 1585.41 1931.90 1.4991 
14 6 994 0.312702 0.291911 3126.82 2918.92 2.0059 
15 4 996 0.402919 0.272603 4030.86 2727.16 2.1765 
Tabela 11: Izračunani IFE (pH 5.5) 
4.3.3 Merjenje fluorescence oz. kinetike encimskih reakcij 
Encimske teste kinetike smo izvajali na spektrofluorimetru Perkin Elmer, 
Luminiscence Spectrometer LS 50 B s programom FL WinLab. V programu smo 
pod zavihkom »Application« izbrali »Status« in nastavili počasno mešanje, da ne 
bi nastajali mehurčki, ki bi motili meritev fluorescence. Prav tako smo pod 
zavihkom »Application« izbrali »TimeDrive«, v katerem smo v zavihku »Setup 
parameters« nastavili parametre merjenja fluorescence. Ekscitacijsko valovno 
dolžino smo nastavili na 370 nm, emisijsko valovno dolžino pa na 455 nm. Reži 
sta bili pri preliminarnih meritvah z encimoma katepsin B in katepsin L pri obeh 
valovnih dolžinah nastavljeni na 5.0 nm. Pri meritvah titracijskih krivulj, ki smo jih 
izvajali le pri katepsinu B, sta bili reži nastavljeni na 4.0 nm. V tem zavihku smo 
napisali tudi ime datoteke v formatu .td, pod katerim se je shranila meritev. 
Merjenje fluorescence smo spremljali s potekom krivulje (poševne premice) v 
oknu »TimeDrive«. Pozorni smo bili, da je bila krivulja čim bolj ravna (oz. 
premica), saj je to pomembno pri analizi rezultatov. Po končani meritvi smo s 
klikom na zavihek »Setup parameters« spremenili ime datoteke in ponovili 
postopek merjenja. 
 
Postopek merjenja kinetike pri katepsinu B je bil sledeč. Končna prostornina 
zmesi v kiveti z dolžino 1 cm je bila 2 mL. V kiveto smo z avtomatsko pipeto 
odmerili izračunan volumen pufra 50 mM Na-fosfat, 1 mM EDTA, pH 7.4 in 1 M 




raztopino DTT (1,4-ditiotreitol) v izbranem pufru (10.0 µL). DTT zaščiti tiolne 
skupine pred oksidacijo in kvantitativno reducira disulfidne vezi v peptidih in 
proteinih do tiolne skupine. Pri meritvi encimskih aktivnosti je zaradi navedenih 
razlogov pomemben pri aktivaciji encima. [42, 43] V kiveto smo nato z 
avtomatsko pipeto dodali ter 2 mM raztopino substrata Z-FR-AMC v DMSO (10.0 
µL), vstavili magnetno mešalce ter med močnim mešanjem počasi dodali 
izračunano prostornino raztopine inhibitorja v DMSO. Tako pripravljeno bistro 
mešanico smo vstavili v spektrofluorimeter, dodali raztopino encima katepsin B v 
izbranem pufru (0.5 µL pri preliminarnih testih in 5.0 µL pri titracijskih krivuljah) 
ter takoj po dodatku encima katepsin B pričeli s 120 s merjenjem fluorescence. 
Aktiviran katepsin B je bil WT (»wild type« oz. divji tip). Raztopino encima 
katepsin B smo pripravili v razmerju 1.0 µL aktiviranega encima / 99.0 µL pufra 
100 mM NaOAc, 1mM EDTA, pH 5.5. Pri pripravi raztopine encima smo vedno 
uporabili pufer s pH 5.5. Ker smo rokovali z zelo majhnimi prostorninami raztopin 
reducenta, substrata, inhibitorja in encima, smo odmerjene volumne z 
avtomatsko pipeto spustili znotraj pufra med mešanjem, da ne bi prišlo do napak 
na račun pipetiranja.  
 
Pri katepsinu L se je meritev razlikovala v naslednjih parametrih. Uporabili smo 
pufer 100 mM NaOAc, 1mM EDTA, pH 5.5 ter 2 mM raztopino substrata Z-LR-
AMC v DMSO (4.0 µL). V kiveto smo dodali raztopino encima katepsin L v 
izbranem pufru (2.5 µL). Raztopino encima katepsin L smo pripravili v razmerju 
1.0 µL aktiviranega encima / 94.0 µL pufra 100 mM NaOAc, 1mM EDTA, pH 5.5 
/ 5.0 µL 0.1 M raztopine reducenta DTT v izbranem pufru. 
 
OPOMBI: 
Raztopini encimov katepsin B in katepsin L smo tekom meritev hranili v ledu. Prav 
tako smo v ledu hranili 1 M in 0.1 M raztopino reducenta DTT v izbranem pufru. 
 
Na opisan način smo izvedli preliminarne teste za potencialne inhibitorje ter v 
nadaljevanju titracijske krivulje. Na začetku vsakih meritev smo preverili aktivnost 
encima katepsin B oz. L. To pomeni, da smo v kiveti pripravili zmes kot je opisano 
zgoraj, a brez raztopine inhibitorja v DMSO, ter tik pred meritvijo dodali še 
ustrezen odmerek raztopine katepsina B oz. L. Praviloma bi encim moral 
ohranjati aktivnost, da lahko z njim merimo kinetiko encimskih reakcij. Zaradi tega 
smo vsakih nekaj meritev preventivno preverjali, ali encim ohranja aktivnost. To 
smo lahko videli v oknu »TimeDrive«, ki tekom meritev riše krivulje. Krivulje, ki so 
prikazovale aktivnost encima, so morale čim bolj sovpadati. 




4.3.4 Obdelava in analiza rezultatov merjenja fluorescence oz. kinetike 
encimskih reakcij 
Po končanih meritvah smo v programu FL WinLab pod zavihkom »File« odpirali 
datoteke v formatu .td. Ko je bila datoteka (.td) odprta, smo kliknili na ime 
datoteke, ki se je odebelilo. Nato smo pod zavihkom »File« shranili označeno 
datoteko (krivuljo) v formatu .txt (ASCII) namesto .td. 
 
Datoteke v formatu .txt smo uvozili v program GraphPad Prism5. V tem programu 
smo najprej izbrali raztresen nepovezan graf in označili, da vsako točko 
predstavlja ena Y vrednost. Na ta način smo ustvarili delovno okno, v katerem so 
bili na levi strani izpisani podnaslovi: Tabela podatkov, Rezultati in Grafi. Pod 
zavihkom »File« smo izbrali »Import« in označili spojino, ki smo jo želeli uvoziti. 
S klikom »Open« smo odprli označeno datoteko (krivuljo) v formatu .txt. Najprej 
smo odprli datoteko z meritvijo kinetike encimske reakcije brez inhibitorja. Po 
odprtju datoteke se je pojavilo novo okno, v katerem smo izbrali zavihek »Filter« 
in označili, naj se stolpec začne s številom 1. Število 1 pomeni X-os in prikazuje 
čas merjenja v sekundah. Pri vseh nadaljnjih uvozih smo v zavihku »Filter« 
označili, naj se stolpec začne s številom 2 oz. Y-osjo, saj so bili časi merjenja 
enaki. Y-os prikazuje intenziteto. S klikom »Import« smo uvozili krivuljo v 
program. Uvožene meritve so bile zapisane na levi strani pri podnaslovu Tabele 
podatkov. Na opisan način smo v dokument vnesli vse meritve preliminarnih 
testov, posebej za katepsin B in L. Enako smo naredili pri titracijskih krivuljah. Za 
vsako titracijsko krivuljo smo ustvarili nov dokument.  
 
Ko smo želene podatke vnesli v dokument oz. delovno okno, je sledila analiza 
podatkov. Označili smo vse stolpce podatkov, ki so predstavljali Y-os, in nato 
kliknili na ikono »Analyze«. V oknu »Analyze Data« smo izbrali nelinearno 
regresijo. V zavihku »Fit« smo izbrali ravno črto in označili, naj bodo pri izračunu 
izključene odstopajoče vrednosti. Za vsak stolpec, ki je prikazoval Y-os smo tako 
z eno potezo izračunali naklon krivulj (oz. premic). V podnaslovu Rezultati smo 
našli izračunane naklone premic k(Fobs(t)) oz. kobs. Z upoštevanjem IFE in kobs 
smo po Enačbi 4 izračunali korigirane naklone k(Fcor(t)) oz. kcor, ki so 
premosorazmerni hitrosti inhibicije (vi). 
4.3.4.1 Preliminarni testi 
Pri preliminarnih testih smo testirali vse spojine, tako da je bila končna 
koncentracija spojine v kiveti enaka 100 µM (enako kot pri meritvi absorbanc). 
Tabela 12 prikazuje rezultate preliminarnih meritev za potencialne inhibitorne 
spojine izvedene na katepsinu B, Tabela 13 pa rezultate preliminarnih testov na 
katepsinu L.  




Tabela 12: Preliminarni testi – katepsin B 
Spojina  Vspojine. 
v DMSO 
[µL] 









0 2 x 990 - 5.0860 - - 
1 2 2 x 989 42.9885 0.0616 2.6459 - 
3 2 2 x 989 25.6909 0.1559 4.0052 - 
4 8 2 x 986 8.0262 0.2719 2.1823 - 
5 2 2 x 989 2.7591 1.0430 2.8777 - 
6 2 2 x 989 13.2639 0.0426 0.5648 - 
7 2 2 x 989 8.3687 0.2639 2.2085 - 
8 2 2 x 989 5.4545 0.3255 1.7754 - 
9 8 2 x 986 2.6959 0.2018 0.5440 * 
10 4 2 x 988 3.9722 0.1715 0.6812 - 
11 8 2 x 986 3.8165 0.0752 0.2870 - 
12 2 2 x 989 2.6974 0.7343 1.9807 - 
13 2 2 x 989 2.3935 0.4121 0.9864 - 
14 12 2 x 984 1.5398 1.3340 2.0540 - 
15 8 2 x 986 2.1919 0.9922 2.1748 * 
* po končani meritvi je bila v kiveti oborina 
OPOMBA:  
- kcor je korigiran naklon krivulje, ki je premosorazmeren hitrosti inhibicije (vi [RFU/s]) 
- kobs (brez spojine) je naklon krivulje, ki je premosorazmeren hitrosti v odsotnosti inhibitorja (v0 
[RFU/s]) 
 
Tabela 13: Preliminarni testi – katepsin L 
Spojina  Vspojine. 
v DMSO 
[µL] 









0 2 x 990 - 8.1260 - - 
1 2 2 x 989 11.2130 0.2699 3.0264 - 
3 2 2 x 989 33.3889 0.2107 7.0350 - 
4 8 2 x 986 8.3342 0.3965 3.3045 - 
5 2 2 x 989 3.6893 1.5710 5.7959 - 
6 2 2 x 989 2.4562 0.4739 1.1640 - 
7 2 2 x 989 8.6490 0.3637 3.1457 - 
8 2 2 x 989 5.3189 0.5111 2.7185 - 




9 8 2 x 986 2.9008 1.0720 3.1097 - 
10 4 2 x 988 13.4083 2.5170 33.7489 - 
11 8 2 x 986 6.2994 0.2170 1.3670 - 
12 2 2 x 989 2.8150 1.2850 3.6173 - 
13 2 2 x 989 1.4991 3.8450 5.7639 - 
14 12 2 x 984 2.0059 2.5950 5.2053 - 
15 8 2 x 986 2.1765 15.0300 32.7130 * 
* po končani meritvi je bila v kiveti oborina 
OPOMBA:  
- kcor je korigiran naklon krivulje, ki je premosorazmeren hitrosti inhibicije (vi [RFU/s]) 
- kobs (brez spojine) je naklon krivulje, ki je premosorazmeren hitrosti v odsotnosti inhibitorja (v0 
[RFU/s]) 
 
4.3.4.2 Titracijske krivulje 
Titracijske krivulje smo izvajali le za katepsin B. Pri titracijskih krivuljah smo za 
posamezno spojino opravili 10 meritev pri različnih koncentracijah potencialnega 
inhibitorja v kiveti (0, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60, 80 in 100 µM). Pri nižjih 
koncentracijah bi morali iz pripravljene začetne raztopine z avtomatsko pipeto 
odmeriti zelo majhne prostornine, kar ne bi bilo tako natančno. Zaradi tega smo 
v 1.5 mL mikrocentrifugirkah pripravljene začetne raztopine 10x oz. 5x redčili v 
DMSO in pripravili raztopine, kot je prikazano v Tabeli 14. Upoštevali smo, da na 
koncu v kiveti ni smelo biti več kot 5 % DMSO. V našem primeru je bil končni 
volumen raztopine v kiveti 2 mL, torej v kiveti ni smelo biti več kot 100 µL DMSO. 
Upoštevati smo morali tudi, da v DMSO niso bili raztopljeni le potencialni 
inhibitorji temveč tudi substrat. Za eno meritev smo uporabili 10 µL substrata, 
torej smo v kiveto lahko dodali največ 90 µL raztopine spojine. 
 
c [mM] V [µL] VDMSO [µL] V1 [µL] c1 [mM] 
100 10 90 100 10 
50 15 135 150 5 
25 30 270 300 2.5 
16.67 60 240 300 3.33 
Tabela 14: Redčenje spojin 
V Tabelah 15 in 16 so prikazane izračunane vrednosti prostornin v kiveto z 
avtomatsko pipeto dodanih raztopin potencialnih inhibitorjev v DMSO ter 
prostornine pufra 50 mM Na-fosfat, 1mM EDTA, pH 7.4 pri posameznih 
koncentracijah razredčenih raztopin spojin. 
 
  




 c1 = 10 mM c1 = 5 mM 
[I] (cspojine v 
kiveti) [µM] 
Vspojine. v DMSO 
[µL] 
Vpufer pH 7.4 
[µL] 
Vspojine. v DMSO 
[µL] 
Vpufer pH 7.4 
[µL] 
0 0 2 x 988 0 2 x 988 
1.25 0.25 2 x 987 0.5 2 x 987 
2.5 0.5 2 x 987 1 2 x 987 
5 1 2 x 987 2 2 x 987 
10 2 2 x 987 4 2 x 986 
20 4 2 x 986 8 2 x 984 
40 8 2 x 984 16 2 x 980 
60 12 2 x 982 24 2 x 976 
80 16 2 x 980 32 2 x 972 
100 20 2 x 978 40 2 x 968 
Tabela 15: Vmesni izračuni 
 c1 = 2.5 mM c1 = 3.33 mM 
[I] (c spojine v 
kiveti) [µM] 
Vspojine. v DMSO 
[µL] 
Vpufer pH 7.4 
[µL] 
Vspojine. v DMSO 
[µL] 
Vpufer pH 7.4 
[µL] 
0 0 2 x 988 0 2 x 988 
1.25 1 2 x 987 0.75 2 x 987 
2.5 2 2 x 987 1.5 2 x 987 
5 4 2 x 986 3 2 x 986 
10 8 2 x 984 6 2 x 985 
20 16 2 x 980 12 2 x 982 
40 32 2 x 972 24 2 x 976 
60 48 2 x 964 36 2 x 970 
80 64 2 x 956 48 2 x 964 
100 80 2 x 948 60 2 x 958 
Tabela 16: Vmesni izračuni 
Pri preliminarnih testih smo v kiveto dodali 0.5 µL raztopine katepsina B. Pri 
titracijskih krivuljah smo imeli z dodatkom enake količine encima težave, saj so 
bili nakloni krivulj (oz. premic) zelo majhni. Ob upoštevanju IFE, ki so bili pri 
nekaterih spojinah precej visokih vrednosti, smo pridobljene podatke težko 
povezali v smiselno celoto. Težave so bile predvsem pri višjih koncentracijah 
potencialnih inhibitorjev v kiveti. Zaradi tega smo 10x povečali količino dodanega 
encima. V pripravljeno raztopino v kiveti smo tik pred meritvijo dodali 5.0 µL 
raztopine katepsina B. Na ta način smo dobili višje odzive pri intenziteti oz. bolj 
strme naklone krivulj (oz. premic) in smo pridobljene podatke kasneje lažje 




analizirali. Zaradi višjih odzivov na Y-osi, ki prikazuje intenziteto, smo pri 
nadaljnjem analiziranju upoštevali le prvih 10 s pri vseh meritvah in ne 120 s, kot 
pri preliminarnih testih. 
4.3.4.3 Določanje vrednosti IC50 
V Tabeli 17 so prikazane vrednosti IFE, kobs in kcor na primeru spojine 6. Pri 
izračunih smo upoštevali naslednje podatke: dolžina kivete je bila 1 cm, εex je bil 
enak 4171.74 L / mol cm in εem enak 18295.48 L / mol cm. 
 
Tabela 17: Izračunane vrednosti IFE, kobs in kcor za titracijsko krivuljo spojine 6 
[I] (cspojine v kiveti) [µM] IFE kobs [RFU/s] kcor [RFU/s] 
0 - 32.65 - 
1.25 1.0329 22.40 23.14 
2.5 1.0668 15.30 16.32 
5 1.1381 10.53 11.98 
10 1.2952 8.512 11.02 
20 1.6775 5.353 8.98 
40 2.8141 1.895 5.33 
60 4.7208 0.8619 4.07 
80 7.9193 0.4985 3.95 
100 13.2850 0.2806 3.73 
OPOMBA:  
- kcor je korigiran naklon krivulje, ki je premosorazmeren hitrosti inhibicije (vi [RFU/s]) 
- kobs (brez spojine) je naklon krivulje, ki je premosorazmeren hitrosti v odsotnosti inhibitorja (v0 
[RFU/s]) 
 
Po izračunu korigiranih naklonov k(Fcor(t)) oz. kcor smo ponovno uporabili program 
GraphPad Prism5. V tem programu smo najprej izbrali raztresen nepovezan graf 
in označili, da vsako točko predstavlja ena Y vrednost. Na ta način smo ustvarili 
delovno okno, v katerem so bili na levi strani izpisani podnaslovi: Tabele 
podatkov, Rezultati in Grafi. V podnaslovu Tabela podatkov smo vpisali podatke 
koncentracij spojin v kiveti (X-os; 0 – 100 µM) in kcor (Y-os). Nato smo označili 
stolpec s podatki, ki so predstavljali Y-os, in kliknili na ikono »Analyze«. V oknu 
»Analyze Data« smo izbrali nelinearno regresijo. V zavihku »Fit« smo izbrali 
»Four parameter logistic equation« (Enačba 5) in v istem oknu v zavihku 
»Constrain« označili omejitve: vrednost v0 (hitrost v odsotnosti inhibitorja) je 
morala biti večja od 0.0, vinf (hitrost pri nasičenju encima z inhibitorjem) enaka 
0.0, h (Hillov koeficient oz. mera za kooperativnost) enaka 1.0, pri EC50 (IC50) 
nismo postavili omejitev. V podnaslovu Rezultati smo našli izračunano vrednost 
IC50, absolutno napako vrednosti IC50, R2, itd. V podnaslovu Grafi je bil prikazan 




graf s podatki iz Tabele podatkov ter krivuljo po analizi »Four parameter logistic 
equation«. 
 
Sledila je normalizacija rezultatov. Označili smo stolpec s podatki, ki so 
predstavljali Y-os, in zatem kliknili na ikono »Analyze«. V oknu »Analyze Data« 
smo izbrali »Remove baseline and column math«, nato pa v oknu »Parameters: 
Remove baseline and column math« kot izhodiščno vrednost izbrali prvo vrstico. 
Prvo vrstico smo izbrali kot izhodiščno vrednost, ker smo pri tej meritvi merili le 
aktivnost encima oz. hitrosti v odsotnosti inhibitorja (v0). Glede na to vrednost 
smo normalizirali vse Y vrednosti (kcor), zato smo pri računanju v istem oknu 
označili, naj se izračuna razmerje med Y vrednostjo in izhodiščno vrednostjo. V 
podnaslovu Rezultati so se izpisale nespremenjene X-vrednosti in normalizirane 
Y-vrednosti, v podnaslovu Grafi pa se je izrisal normaliziran graf. V podnaslovu 
Rezultati smo označili stolpec z normaliziranimi vrednostmi, in zatem kliknili na 
ikono »Analyze«. V zavihku »Fit« smo izbrali »Four parameter logistic equation« 
(Enačba 5) in v istem oknu v zavihku »Constrain« označili omejitve: vrednost v0 
(hitrost v odsotnosti inhibitorja) je morala biti enaka 1.0, vinf (hitrost pri nasičenju 
encima z inhibitorjem) enaka oz. je morala biti večja od 0.0, h (Hillov koeficient 
oz. mera za kooperativnost) enaka 1.0, pri EC50 (IC50) nismo postavili omejitev. 
V podnaslovu Rezultati smo našli izračunano normalizirano vrednost IC50, 
absolutno napako vrednosti IC50, R2, itd. V podnaslovu Grafi je bil prikazan graf 
s podatki iz Tabele podatkov ter krivuljo po analizi »Four parameter logistic 
equation«.  
 
Enak postopek smo ponovili pri preostalih potencialnih inhibitorjih. V Tabeli 18 so 
zapisane normalizirane vrednosti IC50 za analizirane spojine in prikazani 
pripadajoči normalizirani grafi, ki prikazujejo razmerje vi/v0 v odvisnosti od [I] 
(µM). 
  




Tabela 18: Normalizirane vrednosti IC50 in normalizirani grafi vi/v0 v odvisnosti od [I] (µM) 
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Pri preliminarnih testih smo pri spojinah 9 in 15 opazili, da sta se po koncu meritve 
kinetike spojini oborili (spojina 9 se je oborila pri preliminarnih testih na katepsinu 
B, spojina 15 pa pri preliminarnih testih na obeh katepsinih). To smo potrdili s 
titracijskima krivuljama pri katepsinu B za omenjeni spojini. Pri spojini 9 smo po 
končani meritvi opazili pojav oborine pri koncentracijah 60 – 100 µM, pri spojini 
15 pa pri koncentracijah 40 – 100 µM. Do obarjanja je v obeh primerih prišlo že 
po 10 s merjenja.  
 
Obarjanje smo opazili tudi pri spojini 14 pri koncentracijah 60 – 100 µM, kar nas 
je presenetilo, saj oborine nismo opazili pri preliminarnih testih. Morda je na 
obarjanje vplival večji dodatek katepsina B. Spojina 14 se je oborila po 120 s 
merjenja, po 10 s oborina ni bila prisotna v raztopini, zato obarjanje na meritev ni 
imelo vpliva. 





Tekom večdnevnih meritev smo vzorce shranjevali v zamrzovalniku. Po končanih 
meritvah smo z UPLC preverili sestavo raztopin. Zanimalo nas je, če je v katerem 
primeru prišlo do razpada spojine. Izkazalo se je, da spojine niso razpadle, saj 
so bili UPLC kromatogrami spojin enaki tistim pred meritvijo. 
 





Z molekulskim sidranjem smo v okviru programskega paketa Schrödinger 
poiskali 13 spojin, ki bi lahko inhibirale endopeptidazno aktivnost katepsina B. 
Inhibitorji so bili nitroksolinski derivati, ki so bili substituirani na mestu 7 in/ali 8. 
Ligandi so se v vezavno mesto lahko povezali preko neveznih interakcij ali preko 
kovalentne vezi z aminokislinskim ostankom Cys29 oz. preko obeh možnosti. 
Potencialne inhibitorje smo primerjali na podlagi rezultatov Glide Score in MM-
GBSA dG Bind z referenčnima spojinama, nitroksolinom (1) in izboljšanim 
nitroksolinskim inhibitorjem 2-(((8-hidroksi-5-nitrokinolin-7-il)metil)amino)- 
acetonitrilom (2). Rezultate MM-GBSA dG Bind smo lahko primerjali le pri 
kovalentnih inhibitorjih. Vrednosti Glide Score se med seboj niso veliko 
razlikovale, zato smo se pri izbiri najbolj obetavnih inhibitorjev osredotočili na 
vrednosti MM-GBSA dG Bind. V okviru molekulskega sidranja se je kot najboljši 
inhibitor izkazala spojina (E)-etil 2-ciano-3-(4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-
il)fenil)akrilat (9), ki bi se v vezavno mesto katepsina B lahko kovalentno vezala 
na več različnih načinov. 
 
Sledila je sinteza izbranih potencialnih inhibitorjev katepsina B. Nekaj 
nitroksolinskih derivatov smo pripravili z nukleofilno substitucijo z uvajanjem 
različnih funkcionalnih skupin na hidroksi skupino na mestu 8, produkt 7-bromo-
8-hidroksi-5-nitrokinolin (3) smo sintetizirali z bromiranjem nitroksolina (1), 7-alil-
8-hidroksi-5-nitrokinolin (6) pa smo pridobili s Claisen-ovo premestitvijo pri spojini 
8-aliloksi-5-nitrokinolin (5). Večino spojin smo sintetizirali preko Suzuki-Miyaura 
reakcije pripajanja, pri kateri smo kot reagente uporabili različne trifluoroborate in 
estre borovih kislin. Najzahtevnejša je bila sinteza spojin 9 in 2-(8-metoksi-5-
nitrokinolin-7-il)benzonitrila (11), pri katerih izkoristka reakcije nista bila dobra, 
vendar je tu še možnost izboljšave. Cilj magistrske naloge je bil dosežen, saj nam 
je uspelo sintetizirati načrtovane spojine z relativno kompleksnimi stranskimi 
verigami.  
 
Encimske teste smo izvajali na spektrofluorimetru, na katerem smo s 
fluorescenco spremljali encimsko kinetiko. Najprej smo na katepsinu B izvedli 
preliminarne teste sintetiziranih spojin in referenčne spojine nitroksolin (1). V 
nadaljevanju smo izvedli titracijske krivulje za vseh 14 spojin. V okviru programa 
GraphPad Prism smo iz rezultatov titracijskih krivulj določili normalizirane IC50 
vrednosti. Najnižjo IC50 vrednost je imela spojina 6. Med spojinami z najnižjimi 
IC50 vrednostmi je bila tudi spojina 9, ki se je pri molekulskem sidranju izkazala 
kot najboljši inhibitor. Pri primerjavi IC50 vrednosti smo ugotovili, da substituirana 
hidroksi skupina na mestu 8 v strukturi nitroksolina (1) zmanjšuje inhibicijo 
katepsina B ter pokazali, da je z večjim substituentom inhibicija slabša. Pri 




spojinah, ki so imele nizke IC50 vrednosti in so imele na mestu 8 metoksi skupino, 
bi bilo smiselno odstraniti metilno skupino in preveriti inhibicijo spojin s prosto 
hidroksi skupino. Spojine, ki so podobno kot izboljšan nitroksolinski inhibitor 2 v 
strukturi molekule vsebovale ciano skupino, so se glede na nizke IC50 vrednosti 
izkazale kot učinkoviti inhibitorji katepsina B. 
 
Za primerjavo rezultatov encimskih testov smo dodatno izvedli preliminarne teste 
na katepsinu L. Ugotovili smo, da sintetizirane spojine niso dovolj selektivne. 
Izjema sta bili spojini 4-(8-metoksi-5-nitrokinolin-7-il)benzaldehid (10) in (E)-7-(4-
fluorostiril)-8-metoksi-5-nitrokinolin (15), ki katepsina L nista inhibirali. Obe spojini 
sta inhibirali katepsin B. Pri obeh smo določili podobno IC50 vrednost, vendar 
nista bili med spojinami z najnižjimi IC50 vrednostmi. Določeni IC50 vrednosti za 
spojini 10 in 15 sta bili nižji od IC50 vrednosti nitroksolina (1). 
 
V nadaljnjih raziskavah bi bilo smotrno preveriti način inhibicije oz. vezavo 
učinkovitejših inhibitorjev v vezavno mesto encima ter določiti konstanto 
inhibicije. Ker ima katepsin B dve aktivnosti delovanja, bi bilo smiselno poleg 
endopeptidazne aktivnosti testirati tudi eksopeptidazno aktivnost. Na ta način bi 
dobili še več podatkov o selektivnosti sintetiziranih spojin.
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